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INTRODUCTION 1 

INTRODUCTION 

Biosensors have been under development for over 30 years while research in this field 

has become very popular the last 15.  Several drawbacks have impeded the large-scale 

application and performance of biosensors as reliable analytical instruments.  Some of 

the major obstacles in the biosensor systems success are the low sensitivity, their bad 

sensor-to-sensor reproducibility, as well as the limited operational and storage 

stability.  Of these, the operational and storage stability of the biosensor is the most 

critical issue, since controlling the stability of the biological recognition element is 

very difficult.  The biological recognizing systems, such as enzymes and antigens, are 

from their nature not very stable in a biosensor membrane environment, since they are 

sensitive to denaturation or inactivation by either fluctuations in the pH, the 

temperature, as well by the presence of organic solvents and detergents usually 

employed for the construction of a biosensor. 

Different approaches have been utilized to improve enzyme stability, including 

genetic engineering, chemical modification, inclusion of additives and immobilization 

to various matrices.  Genetic engineering involves the optimization of enzyme 

structures by changing the amino acid sequence.  Chemical modifications intend to 

change the properties of the enzymes by adding functional groups or polymers on 

their surface, increasing their rigidity, and thus their stability.  Additives such as 

electrolytes, polyelectrolytes and polyols control the water content at the vicinity of 

the enzymes and generate a cage around the enzymes in order to protect them from 

denaturation, and improve their stability.  At the same time immobilization of 

enzymes on inorganic, organic or polymeric matrices by simple adsorption, covalent 

bonding or entrapment is shown to be an efficient stabilization method that increases 

the rigidity of the enzyme preventing the possibility to unfold and deactivate. 

Recent advances in the field of nanotechnology has enabled the development and 

evaluation of nano-systems based on novel nanomaterials that offer new directions in 

the field of bio-analytical systems.  Nanomaterials with at least one of their critical 

dimensions in the range of 100 nanometers, display unique physical and chemical 

characteristics, playing an increasingly important role in the development of 

biosensors.  Their high surface ratio, catalytic activity and electron transfer properties 

make them ideal immobilization matrices, transduction platforms and mediators.   
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Scope of the project 

The scope of the project was the evaluation of nanomaterials as immobilization 

matrices for enzymes and transducers for the development of biosensor systems.  

Stability, sensitivity and other analytical characteristics of biosensors can be improved 

by using nanomaterials, such as nanoporous silica and polymer beads, carbon 

nanostructures and liposomes, in their construction.  

Nanoporous materials are more exciting candidates for enzyme immobilization 

compared with conventional materials due to their large surface area and opened pore 

structure that allows high enzyme loadings.  Moreover the size matching between the 

pore size of the nanomaterials and the molecular diameter of the enzymes seems to 

provide a stabilizing effect to the immobilized enzymes.  In this study enzyme 

immobilization in nanoporous solid beads with well controlled pore sizes is evaluated 

in order to verify the stabilization effect, and correlate it with the ratios of the pore to 

protein sizes.  The importance of size matching between the nanocavities and the 

enzyme for efficient stabilization is verified following two different procedures: A) 

the immobilization of different size enzymes into the same size nanocavities; B) the 

immobilization of one enzyme in different size nanocavities.  Two different 

nanoporous materials, spherical silica and polymer beads are utilized as 

immobilization matrices, which are both challenging and interesting for applications 

in biosensors.  This stabilization effect provides the grounds for the development of 

novel and highly stable biosensor systems. 

Carbon nanostructures have been shown to be ideal for biosensor applications since 

they are conductive, biocompatible, easily functionalized and possess very large 

surface areas.  Of these, carbon nanotubes (NTs) and fullerenes are subject of 

extensive experimental and theoretical studies for specific applications.  In this study 

carbon nanofibers are evaluated as transducers, stabilizers and mediators for the 

construction of amperometric biosensors.  Carbon nanofibers are unique in the fact 

that they have a much larger functionalized surface area compared to that of 

nanotubes.  The ratio of surface-active groups to the volume of these materials is 

much larger than that of the glassy-like surface of the carbon nanotubes.  Also the 

high conductivity of carbon nanofibers seems to be ideal for the electrochemical 

signal transduction.  The characteristics of carbon nanofibers are compared with that 
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of graphite, carbon nanotubes and fullerenes.  The detailed elucidation of the type and 

number of surface functional groups, their electrochemical behavior in solution, as 

well as their protein stabilization capabilities is the basis for the comparison. 

Finally liposomes are evaluated as matrices for the immobilization of enzymes and 

the development of biosensor systems.  Liposomes are nanoscale spherical shells 

composed of lipid bilayers that enclose an aqueous phase.  The encapsulation of 

enzymes in the internal microenvironment of liposomes, has proven to greatly 

improve enzyme stabilization against unfolding and proteolysis.  Liposomes can 

effectively protect enzymes from the aggression of external agents such as proteases.  

In addition, enzymes entrapped in liposomes are stabilized against unfolding forces 

due to hydrophobic interactions between the enzyme and the liposome membrane.  

One other important characteristic is that enzymes encapsulated inside liposomes 

retain their activity even at very low concentrations.  At the same time liposomes are 

optically translucent, and can thus be used as optical sensor elements.  Combining 

these characteristics one can envision that under specific experimental conditions they 

can be used for the development of nano-sized optical biosensors.  In this study the 

stabilizing effect of liposomes is evaluated by encapsulating the inherently unstable 

enzyme Acetylcholinesterase from Drosophila melanogaster in the internal aqueous 

phase of liposomes.  Substrate transport through the liposome walls is achieved by 

incorporating porins within the lipid bilayers.  The response of the liposome biosensor 

to the substrate is monitored using a pH sensitive fluorescent indicator.  These stand 

alone nano-biosensors are used for the direct detection of organophosphorus 

pesticides in drinking water samples.  Also a proposed optical alarm or screening 

device of nano-biosensors immobilized in sol-gel matrix that could be useful for 

pesticide monitoring is evaluated. 
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1.  ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι βιοαισθητήρες βρίσκονται στο προσκήνιο της έρευνας τα τελευταία 30 χρόνια, 

ενώ ραγδαία είναι η εξέλιξη στον τοµέα αυτό κυρίως τα τελευταία 15 χρόνια.  

Ωστόσο η ευρεία εφαρµογή των βιοαισθητήρων ως αξιόπιστων αναλυτικών οργάνων 

δεν έχει επιτευχθεί ακόµη στον επιθυµητό βαθµό λόγω ορισµένων λειτουργικών 

προβληµάτων των βιοαισθητήρων.  Τα προβλήµατα αυτά εντοπίζονται κυρίως στη 

χαµηλή ευαισθησία τους, τη µικρή επαναληψιµότητα της κατασκευής τους και την 

περιορισµένη σταθερότητά τους τόσο κατά την αποθήκευση όσο και σε συνθήκες 

συνεχούς λειτουργίας.  O βασικότερος παράγοντας που επηρεάζει τα αναλυτικά 

χαρακτηριστικά των βιοαισθητήρων είναι η σταθερότητά τους, καθώς είναι αρκετά 

δύσκολο να ρυθµιστεί η σταθερότητα του βιολογικού στοιχείου αναγνώρισης.  Τα 

στοιχεία βιολογικής αναγνώρισης όπως είναι τα ένζυµα και τα αντιγόνα είναι από τη 

φύση τους ευαίσθητα βιολογικά µόρια και είναι δυνατό να αποδιαταχθούν ή να 

απενεργοποιηθούν λόγω µικρών µεταβολών στην τιµή του pH ή της θερµοκρασίας, 

καθώς και παρουσία οργανικών διαλυτών και απορρυπαντικών που συχνά 

χρησιµοποιούνται για την κατασκευή των βιοαισθητήρων. 

∆ιάφορες µέθοδοι έχουν χρησιµοποιηθεί για τη βελτίωση της σταθερότητας των 

ενζύµων, όπως είναι η γενετική τροποποίηση, η χηµική τροποποίηση, η χρήση 

πρόσθετων ουσιών και η ακινητοποίηση σε διάφορα υποστρώµατα.  Η γενετική 

τροποποίηση αποσκοπεί στη µεταβολή της αλληλουχίας των αµινοξέων των ενζύµων 

µε στόχο τη βελτιστοποίηση της δοµής τους.  Η χηµική τροποποίηση µεταβάλλει τις 

ιδιότητες των ενζύµων µε την εισαγωγή λειτουργικών οµάδων ή πολυµερών στην 

επιφάνειά τους, αυξάνοντας έτσι την ακαµψία και τη σταθερότητα των ενζυµικών 

µορίων.  Τα πρόσθετα όπως οι ηλεκτρολύτες, οι πολυηλεκτρολύτες και οι 

πολυαλκοόλες ρυθµίζουν την περιεκτικότητα του νερού και δηµιουργούν µία δοµή 

κλουβιού γύρω από το ένζυµο που συµβάλλει στη διατήρηση της ενεργής του 

διαµόρφωσης.  Παράλληλα η ακινητοποίηση των ενζύµων σε ανόργανα, οργανικά 

και πολυµερικά υποστρώµατα µέσω απλής προσρόφησης, οµοιοπολικής δέσµευσης, 

φυσικής παγίδευσης ή εγκλωβισµού είναι αρκετά αποτελεσµατική µέθοδος ώστε να 

αποφεύγεται η αποδιάταξη και απενεργοποίηση των ενζύµων. 

Η ανάπτυξη της νανοτεχνολογίας τα τελευταία χρόνια καθιστά δυνατή την ανάπτυξη 

και αξιολόγηση νανο-συστηµάτων που βασίζονται σε νανοϋλικά και παρέχουν νέες 
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προοπτικές στον τοµέα των βιοαναλυτικών συστηµάτων.  Τα νανοϋλικά έχουν 

τουλάχιστον µία από τις διαστάσεις τους στην κλίµακα των 100 nm και εµφανίζουν 

µοναδικές φυσικές και χηµικές ιδιότητες, παίζοντας καθοριστικό ρόλο στην ανάπτυξη 

των βιοαισθητήρων.  Η υψηλή δραστική επιφάνειά τους, οι καταλυτικές τους 

ιδιότητες και η ικανότητά τους να µεταφέρουν ηλεκτρόνια, τα καθιστούν κατάλληλα 

υλικά ως υποστρώµατα ακινητοποίησης, µεταλλάκτες σήµατος και µεταφορείς 

ηλεκτρονίων.   

Σκοπός εργασίας 

Στόχος της παρούσας εργασίας είναι η αξιοποίηση των δυνατοτήτων που παρέχουν 

ορισµένες νανοδοµές για την ακινητοποίηση ενζύµων και την ανάπτυξη 

βιοαισθητήρων.  Η χρήση νανοϋλικών όπως είναι τα νανοπορώδη πυριτικά και 

πολυµερικά υποστρώµατα, οι νανοδοµές άνθρακα και τα λιποσώµατα στην ανάπτυξη 

βιοαισθητήρων είναι δυνατό να συµβάλλει στη βελτίωση της σταθερότητας και της 

ευαισθησίας τους. 

Τα νανοπορώδη υλικά παρουσιάζουν µεγαλύτερο ενδιαφέρον όσον αφορά την 

ακινητοποίηση ενζύµων σε σύγκριση µε άλλα υλικά λόγω της υψηλότερης δραστικής 

τους επιφάνειας και της πορώδους δοµής τους, που επιτρέπει µεγαλύτερα ενζυµικά 

φορτία.  Επιπλέον η συσχέτιση του µεγέθους των πόρων των νανοδοµών και της 

διαµέτρου των ενζυµικών µορίων φαίνεται ότι παίζει καθοριστικό ρόλο στη 

σταθεροποίηση των ακινητοποιηµένων ενζύµων.  Στην εργασία αυτή µελετάται η 

ακινητοποίηση ενζύµων σε πορώδη υλικά µε καθορισµένη διάµετρο πόρων ώστε να 

εξεταστεί ο ρόλος που έχει το µέγεθος των πόρων του υλικού ακινητοποίησης στη 

σταθεροποίηση των ενζύµων.  Προκειµένου να επιβεβαιωθεί πειραµατικά πόσο 

σηµαντική είναι η σύζευξη του µεγέθους των ενζυµικών µορίων και των πόρων του 

υλικού ακινητοποίησης για τη σταθεροποίηση των ενζύµων, εξετάζονται η 

ακινητοποίηση ενζύµων διαφορετικού µεγέθους σε νανο-κοιλότητες ίδιας διαµέτρου 

και η ακινητοποίηση ενός ενζύµου σε νανο-κοιλότητες διαφορετικής διαµέτρου.  ∆ύο 

διαφορετικά υλικά, τα νανοπορώδη πυριτικά και πολυµερικά υποστρώµατα που 

εµφανίζουν πολλαπλές εφαρµογές, χρησιµοποιούνται ως µέσα για την ακινητοποίηση 

ενζύµων.  Η σταθεροποιητική επίδραση των πόρων των υλικών ακινητοποίησης θέτει 

τις βάσεις για την ανάπτυξη νέων εξαιρετικά σταθερών βιοαισθητήρων. 
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Οι νανοδοµές άνθρακα έχουν χρησιµοποιηθεί ευρέως για την ανάπτυξη αισθητήρων 

και βιοαισθητήρων λόγω της µεγάλης δραστικής τους επιφάνειας, της αγωγιµότητάς 

τους, της βιοσυµβατότητάς τους και της δυνατότητας τροποποίησης της επιφάνειάς 

τους.  Ιδιαίτερα οι νανοσωλήνες άνθρακα και τα φουλλερένια έχουν συγκεντρώσει 

τεράστιο ερευνητικό ενδιαφέρον και αποτελούν αντικείµενο θεωρητικών και 

πειραµατικών ερευνών για ποικίλες εφαρµογές.  Στην εργασία αυτή εξετάζονται οι 

νανοΐνες άνθρακα ως µεταλλάκτες σήµατος, µεταφορείς ηλεκτρονίων, υποστρώµατα 

για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση ενζύµων µε απώτερο στόχο την ανάπτυξη 

αµπεροµετρικών βιοαισθητήρων.  Οι νανοΐνες άνθρακα εµφανίζουν πολύ 

περισσότερες δραστικές οµάδες στην επιφάνειά τους ανά όγκο του υλικού, σε 

σύγκριση µε τους νανοσωλήνες άνθρακα.  Επίσης η υψηλή αγωγιµότητα των 

νανοϊνών άνθρακα είναι ιδανική για ηλεκτροχηµική µετάλλαξη σήµατος.  Τα 

χαρακτηριστικά των νανοϊνών άνθρακα συγκρίνονται µε αυτά του γραφίτη, των 

νανοσωλήνων άνθρακα και των φουλλερενίων.  Ο τύπος και η συγκέντρωση των 

δραστικών επιφανειακών οµάδων των νανοδοµών, η ηλεκτροχηµική τους 

συµπεριφορά καθώς και η ικανότητά τους να σταθεροποιούν ενζυµικά µόρια 

αποτελούν τη βάση της σύγκρισης µεταξύ των διαφορετικών νανοδοµών άνθρακα. 

Τέλος νανοδοµές λιποσωµάτων αξιολογούνται ως υποστρώµατα για την 

ακινητοποίηση ενζύµων και την ανάπτυξη βιοαισθητήρων.  Τα λιποσώµατα είναι 

σφαιρικά κυστίδια που αποτελούνται από λιπιδικές διπλοστοιβάδες οι οποίες 

περιβάλλουν-εγκλωβίζουν υδατικό διάλυµα στο εσωτερικό τους.  Η ενθυλάκωση 

ενζύµων στο εσωτερικό περιβάλλον των λιποσωµάτων έχει αποδειχτεί ότι συµβάλλει 

στη σταθεροποίησή τους εµποδίζοντας την αποδιάταξη ή πρωτεόλυσή τους.  Τα 

ενθυλακωµένα ένζυµα προστατεύονται από προσβολή από εξωτερικούς παράγοντες 

όπως διάφορες πρωτεάσες.  Επίσης οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

ενζύµων και της µεµβράνης του λιποσώµατος σταθεροποιούν τη διαµόρφωση των 

ενζύµων ακόµα και σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις τους.  Ταυτόχρονα τα λιποσώµατα 

είναι οπτικά διαφανή και µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε οπτικούς αισθητήρες.  

Συνδυάζοντας τα παραπάνω χαρακτηριστικά των λιποσωµάτων γίνεται αντιληπτό ότι 

είναι δυνατό να χρησιµοποιηθούν για την ανάπτυξη οπτικών νανο-βιοαισθητήρων.  

Στην εργασία αυτή το ασταθές ένζυµο ακετυλοχολινεστεράση από το 

µικροοργανισµό Drosophila melanogaster ενθυλακώνεται στο εσωτερικό των 

λιποσωµάτων και εξετάζεται η σταθερότητα του ενζύµου.  Η εισαγωγή του 
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υποστρώµατος στο εσωτερικό των λιποσωµάτων επιτυγχάνεται µέσω ειδικών 

πορινών στη µεµβράνη του λιποσώµατος.  Η απόκριση του βιοαισθητήρα των 

λιποσωµάτων στο υπόστρωµα µετράται µέσω ενός φθορισµοµετρικού δείκτη που 

είναι ευαίσθητος σε µεταβολές του pH.  Ο οπτικός βιοαισθητήρας που βασίζεται στα 

λιποσώµατα χρησιµοποιείται για την ανίχνευση οργανοφωσφορικών παρασιτοκτόνων 

σε δείγµατα πόσιµου νερού.  Παράλληλα αξιολογείται η ακινητοποίηση των 

λιποσωµάτων µε το ενθυλακωµένο ένζυµο σε µεµβράνες πηκτής πυριτίου και η 

ανάπτυξη µίας απλής οπτικής µεθόδου που µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως σύστηµα 

συναγερµού για την ποιοτική ανίχνευση παρασιτοκτόνων. 
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2.  ΒΙΟΑΙΣΘΗΤΗΡΕΣ 

2.1  Ορισµός – Αρχή Λειτουργίας 

Οι βιοαισθητήρες βρίσκονται στο προσκήνιο της έρευνας τα τελευταία 30 χρόνια, 

ενώ ραγδαία είναι η εξέλιξη στον τοµέα αυτό κυρίως τα τελευταία 15 χρόνια.  Η 

ανάπτυξη του πρώτου βιοαισθητήρα το 1962 από τον Clark1,2 έθεσε τις βάσεις για τη 

σύζευξη διαφορετικών επιστηµονικών πεδίων όπως της χηµείας, της φυσικής, της 

επιστήµης υλικών και της βιοτεχνολογίας µε απώτερο στόχο τη σχεδίαση και 

ανάπτυξη βελτιωµένων, καινοτόµων και πιο αξιόπιστων συστηµάτων βιοαισθητήρων.  

Η ιδιαιτερότητα που εµφανίζουν τα συστήµατα βιοαισθητήρων σε σύγκριση µε άλλα 

αναλυτικά όργανα έγκειται στο γεγονός ότι συνδυάζουν την ευαισθησία των χηµικών 

αισθητήρων και την επιλεκτικότητα των βιολογικών µηχανισµών αναγνώρισης. 

Σύµφωνα µε τη ∆ιεθνή Ένωση της Θεωρητικής και Εφαρµοσµένης Χηµείας (IUPAC) 

ο βιοαισθητήρας ορίζεται ως «Μία αυτόνοµη και ολοκληρωµένη συσκευή ικανή να 

παρέχει ποσοτικές ή ηµιποσοτικές αναλυτικές πληροφορίες χρησιµοποιώντας ένα 

βιολογικό στοιχείο αναγνώρισης που βρίσκεται σε άµεση επαφή µε ένα µεταλλάκτη 

σήµατος3,4.  Τα βιολογικά µόρια στα συστήµατα των βιοαισθητήρων αληλεπιδρούν 

µε την προς ανάλυση ουσία και κατά την επιλεκτική βιολογική αντίδραση παράγεται 

το αναλυτικό σήµα.  Απαραίτητη προϋπόθεση για ένα βιοαισθητήρα είναι το 

βιολογικό µόριο να βρίσκεται σε στενή επαφή τόσο µε τον αναλύτη όσο και µε το 

µεταλλάκτη σήµατος.  Οι βιοαισθητήρες αποτελούνται από δύο βασικά τµήµατα 

όπως φαίνεται στην Εικόνα 1, το βιολογικό στοιχείο αναγνώρισης και το 

φυσικοχηµικό µεταλλάκτη σήµατος. 

 
Εικόνα 1.  Γενικό διάγραµµα λειτουργίας των βιοαισθητήρων. 
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Βιολογικό στοιχείο αναγνώρισης 

Το βιολογικό στοιχείο αναγνώρισης αποτελεί το πιο σηµαντικό τµήµα ενός 

βιοαισθητήρα5.  Πρόκειται για ένα βιολογικό µόριο το οποίο βρίσκεται στη 

διεπιφάνεια του βιοαισθητήρα µε το δείγµα και αλληλεπιδρά επιλεκτικά µόνο µε την 

προς ανάλυση ουσία χωρίς να επηρεάζεται από την παρουσία παρεµποδίζοντων 

ουσιών.  Το βιολογικό µόριο είτε αποικοδοµεί την προς ανάλυση ουσία είτε 

υφίσταται κάποιες µεταβολές στη δοµή του ή στις βιολογικές ή φυσικοχηµικές του 

ιδιότητες κατά την επιλεκτική βιολογική αναγνώριση.  Ανάλογα µε την 

αλληλεπίδραση του βιοµορίου και του αναλύτη οι βιοαισθητήρες διαχωρίζονται σε 

δύο κατηγορίες, κατάλυσης και συγγένειας6. 

Βιοαισθητήρες Κατάλυσης 

Στους βιοαισθητήρες κατάλυσης το βιολογικό µόριο καταλύει µία συγκεκριµένη 

αντίδραση στην οποία ο αναλύτης συµµετέχει ως αντιδρών ή ως προϊόν.  Τα 

βιολογικά µόρια που χρησιµοποιούνται πιο συχνά σε αυτή την περίπτωση είναι τα 

ένζυµα.  Τα ένζυµα αποτελούν πρωτεΐνες που αναγνωρίζουν εξειδικευµένα και 

δεσµεύουν ένα συγκεκριµένο υπόστρωµα καταλύοντας την ταχύτατη µετατροπή του 

στα αντίστοιχα προϊόντα.  Πιο σπάνια χρησιµοποιούνται κυτταρικά όργανα, ιστοί, 

κύτταρα ή ολόκληροι µικροοργανισµοί.  Στις δοµές αυτές η παρουσία ενός µεγάλου 

εύρους βιολογικών µορίων οδηγεί σε µία πολύπλοκη αλληλουχία αντιδράσεων 

καθιστώντας δύσκολη την επιλεκτική βιολογική αναγνώριση ενός συγκεκριµένου 

αναλύτη.  

Βιοαισθητήρες Συγγένειας 

Οι βιοαισθητήρες συγγένειας βασίζονται στην αλληλεπίδραση βιολογικών 

µακροµορίων µε µόρια του αναλύτη.  Τα βιολογικά µόρια που συνήθως 

χρησιµοποιούνται σε αυτή την κατηγορία βιοαισθητήρων είναι τα αντισώµατα, τα 

νουκλεϊκά οξέα και οι υποδοχείς.  Η συµπληρωµατική δοµή των βιολογικών µορίων 

ως προς τα µόρια του αναλύτη έχει ως αποτέλεσµα τη δέσµευση τους και το 

σχηµατισµό ενός συµπλόκου.  Η δέσµευση είναι µη αντριστρεπτή καθώς η σταθερά 

δέσµευσης του βιολογικού µορίου µε τον αναλύτη είναι µεγάλη γεγονός που καθιστά 

δυνατή την ανίχνευση πολύ µικρών συγκεντρώσεων του αναλύτη.  Ωστόσο η µη 

αντριστρέψιµη διαδικασία δέσµευσης έχει ως αποτέλεσµα οι αντίστοιχοι 

βιοαισθητήρες να είναι συνήθως µίας µόνο χρήσης. 
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Μεταλλάκτης σήµατος 

Ο µεταλλάκτης σήµατος µετατρέπει τις µεταβολές που προκαλούνται από την 

αλληλεπίδραση βιολογικού µορίου µε τον αναλύτη σε σήµα το οποίο στη συνέχεια 

υφίσταται την κατάλληλη επεξεργασία και προκύπτει η αναλυτική πληροφορία.  

Ανάλογα µε το σήµα που προκύπτει κατά τη βιολογική αναγνώριση και το είδος των 

αλλαγών που προκαλούνται στο σύστηµα επιλέγεται ο καταλληλότερος µεταλλάκτης 

σήµατος σε κάθε περίπτωση.  Οι βιοαισθητήρες ανάλογα µε το µεταλλάκτη σήµατος 

που χρησιµοποιείται διακρίνονται σε ηλεκτροχηµικούς, οπτικούς, πιεζοηλεκτρικούς 

και θερµικούς.  

Ηλεκτροχηµικοί Βιοαισθητήρες 

Οι ηλεκτροχηµικοί αισθητήρες είναι ευρέως διαδεδοµένοι στη χηµική ανάλυση 

εξαιτίας της δυνατότητάς τους να µετατρέπουν τη χηµική πληροφορία σε ηλεκτρικό 

σήµα σε ένα µόνο στάδιο.  ∆ιαχωρίζονται σε τρεις κατηγορίες, στους 

αγωγιµοµετρικούς, ποτενσιοµετρικούς και αµπεροµετρικούς αισθητήρες.  Στους 

αγωγιµοµετρικούς βιοαισθητήρες µετράται η µεταβολή στην αγωγιµότητα που 

προκύπτει από την αλλαγή του αριθµού, του φορτίου ή της κινητικότητας των ιόντων 

κατά τη βιολογική αναγνώριση του αναλύτη.  Στους ποτενσιοµετρικούς 

βιοαισθητήρες µετράται η διαφορά δυναµικού που αναπτύσσεται σε ένα 

ηλεκτροχηµικό στοιχείο σε συνθήκες µηδενικού ρεύµατος, µετά την αποκατάσταση 

ισορροπίας.  Η διαφορά δυναµικού είναι ανάλογη µε το λογάριθµο της συγκέντρωσης 

του αναλύτη, σύµφωνα µε την εξίσωση του Nernst.  Στους αµπεροµετρικούς 

βιοαισθητήρες εφαρµόζεται σταθερό δυναµικό στο ηλεκτρόδιο εργασίας και µετράται 

το ρεύµα που παράγεται κατά τη βιολογική αναγνώριση του αναλύτη. 

Οπτικοί Βιοαισθητήρες 

Οι οπτικοί βιοαισθητήρες βασίζονται στην ανίχνευση της αλλαγής των οπτικών 

ιδιοτήτων είτε του βιολογικού µορίου παρουσία του αναλύτη, είτε του ίδιου του 

αναλύτη.  Τα τελευταία χρόνια παρατηρείται ευρεία ανάπτυξη των οπτικών 

βιοαισθητήρων λόγω της εξέλιξης των οπτικών ινών. 

Πιεζοηλεκτρικοί Βιοαισθητήρες 

Στους πιεζοηλεκτρικούς βιοαισθητήρες το βιολογικό στοιχείο αναγνώρισης βρίσκεται 

στην επιφάνεια ενός κρυστάλλου και κατά την επιλεκτική βιολογική αναγνώριση ο 
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αναλύτης δεσµεύεται µε το βιολογικό µόριο και παρατηρείται αύξηση της µάζας του 

κρυστάλλου.  Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της συχνότητας συντονισµού του 

κρυστάλλου. 

Θερµικοί Βιοαισθητήρες 

Οι θερµικοί βιοαισθητήρες βασίζονται στο γεγονός ότι πολλές βιοχηµικές διεργασίες 

συνοδεύονται από έκλυση ή απορρόφηση θερµότητας.  Η µεταβολή αυτή στη 

θερµότητα κατά τη βιολογική αναγνώριση του αναλύτη µετράται µέσω ενός 

θερµοµέτρου ηλεκτρικής αντίστασης (thermistor). 

Οι πλέον χρησιµοποιούµενοι και καλύτερα χαρακτηρισµένοι βιοαισθητήρες είναι οι 

ενζυµικοί αµπεροµετρικοί και οπτικοί βιοαισθητήρες των οποίων τα χαρακτηριστικά 

αναλύονται διεξοδικά παρακάτω. 

 
2.2  Αµπεροµετρικοί Βιοαισθητήρες 

Οι αµπεροµετρικοί βιοαισθητήρες βασίζονται στην ανίχνευση ηλεκτροχηµικά 

ενεργών ουσιών που παράγονται ή καταναλώνονται κατά τη διαδικασία της 

βιολογικής αναγνώρισης.  Μετράται το ρεύµα που παράγεται κατά την οξείδωση ή 

αναγωγή των ηλεκτροενεργών ουσιών στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου εργασίας.  Το 

κύκλωµα που χρησιµοποιείται στην αµπεροµετρία περιλαµβάνει τρία ηλεκτρόδια 

όπως φαίνεται στην Εικόνα 2.  Εκτός από το ηλεκτρόδιο εργασίας χρησιµοποιείται 

ένα αναφορικό και ένα βοηθητικό ηλεκτρόδιο.  Σταθερό δυναµικό εφαρµόζεται 

µεταξύ του ηλεκτροδίου εργασίας και του αναφορικού ηλεκτροδίου µέσω ενός 

ποτενσιοστάτη.  Η τιµή του δυναµικού επιλέγεται έτσι ώστε οι ηλεκτροενεργές 

ουσίες να µπορούν να οξειδωθούν ή να αναχθούν στο ηλεκτρόδιο εργασίας.  Το 

ρεύµα που παράγεται διαρρέει το κύκλωµα µέσω του βοηθητικού ηλεκτροδίου και 

συσχετίζεται µε τη συγκέντρωση του αναλύτη. 

Η αρχή λειτουργίας ενός αµπεροµετρικού ενζυµικού βιοαισθητήρα φαίνεται στην 

Εικόνα 3.  Ο βιοαισθητήρας αποτελείται από το ενζυµικό στρώµα ή αλλιώς το 

αισθητήριο στοιχείο και το µεταλλάκτη που είναι το ηλεκτρόδιο εργασίας.  Το 

υπόστρωµα διαχέεται προς το ενζυµικό στρώµα και δεσµεύεται από το 

ακινητοποιηµένο ένζυµο.  Κατά την ενζυµική αντίδραση προκύπτει το προϊόν το 

οποίο οξειδώνεται ή ανάγεται στο ηλεκτρόδιο εργασίας και παράγονται ηλεκτρόνια.   
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Εικόνα 2.  Σύστηµα τριών ηλεκτροδίων που χησιµοποιείται στην αµπεροµετρία. (W: 

ηλεκτρόδιο εργασίας, R: αναφορικό ηλεκτρόδιο, C: βοηθητικό ηλεκτρόδιο). 

Στην περίπτωση που η ηλεκτροενεργή ουσία είναι κάποιο από τα προϊόντα της 

αντίδρασης παρατηρείται αύξηση στο ρεύµα που είναι ανάλογη της συγκέντρωσης 

του αναλύτη.  Όταν η ηλεκτροενεργή ουσία αποτελεί συµπαράγοντα της ενζυµικής 

αντίδρασης τότε χρησιµοποιείται πάντα σε αφθονία ώστε να µην επηρεάζει την 

πραγµατοποίηση της ενζυµικής αντίδρασης και τη µέτρηση του αναλύτη.  Το 

παραγόµενο ρεύµα µειώνεται εκθετικά µε το χρόνο και τελικά αποκτά µία σταθερή 

τιµή µετά την αποκατάσταση της ισορροπίας που δίνεται από την εξίσωση Cottrell: 

δ= /nFADCi  

όπου n: αριθµός ηλεκτρονίων που συµµετέχουν στην οξειδοαναγωγική αντίδραση, F: 

η σταθερά Faraday, Α: η ενεργή επιφάνεια του ηλεκτροδίου, D: ο συντελεστής 

διάχυσης της ουσίας, C: η συγκέντρωση της ουσίας και δ είναι µια σταθερά που 

σχετίζεται µε το πάχος του στρώµατος διάχυσης.  Γενικά η αντίδραση στο ηλεκτρόδιο 

εργασίας δεν εξαρτάται από τη διάχυση του αναλύτη σε αυτό αλλά από την ταχύτητα 

της ενζυµικής αντίδρασης.  
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Εικόνα 3.  Αρχή λειτουργίας ενός αµπεροµετρικού ενζυµικού βιοαισθητήρα. 

 

Κινητική ενζυµικών αντιδράσεων 

Η κινητική της ενζυµικής αντίδρασης, ακολουθεί κατά κανόνα το µοντέλο Michaelis-

Menten.  Αν µε Ε συµβολιστεί το ένζυµο, µε S το υπόστρωµα και µε Ρ το προϊόν τότε 

η ενζυµική αντίδραση έχει την παρακάτω µορφή: 

 

 

Η ταχύτητα µιας ενζυµικής αντίδρασης δείχνει τον ρυθµό µε τον οποίο το υπόστρωµα 

µετατρέπεται σε προϊόν και εκφράζεται συνήθως σε µmole/sec.  Η εξίσωση 

Michaelis-Menten δείχνει την εξάρτηση της ταχύτητας από την συγκέντρωση του 

υποστρώµατος (Εικόνα 4): 

][
][max

SK
SVV

M +
⋅

=  

Η µέγιστη ταχύτητα Vmax παρατηρείται όταν η συγκέντρωση του υποστρώµατος είναι 

αρκετή ώστε όλα τα ένζυµα στο διάλυµα να είναι κατειληµµένα, δηλαδή όταν το 

ένζυµο είναι κορεσµένο µε υπόστρωµα. 
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Για [S]>>KM ⇒  ΚΜ + [S] = [S] ⇒  V = Vmax 

Η Vmax εξαρτάται από τη συγκέντρωση του ενζύµου και συγκεκριµένα είναι ευθέως 

ανάλογη αυτής: Vmax  = k.[E]. 

H σταθερά Michaelis ΚΜ εκφράζει τη συγγένεια του ενζύµου για το υπόστρωµα. 

Πρακτικά ισούται µε τη συγκέντρωση υποστρώµατος για την οποία η ταχύτητα είναι 

η µισή της µέγιστης: 

Για [S] = KM :   22
maxmax V

K
KVV
M

M =
⋅

=  

Όταν η συγκέντρωση του υποστρώµατος είναι πολύ µικρότερη της KM, η σχέση 

ταχύτητας – συγκέντρωσης υποστρώµατος είναι γραµµική: 

Για [S]<<KM ⇒  ΚΜ + [S] = ΚΜ ][max S
K
V

V
M

=⇒  

Κατά την ακινητοποίηση των ενζύµων σε διάφορα υποστρώµατα µεταβάλλεται η 

καταλυτική τους δράση λόγω του διαφορετικού περιβάλλοντος µε αποτέλεσµα να 

µεταβάλλεται η τιµή της σταθεράς Michaelis στη φαινοµενική ΚM (KM
app). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.  Γραφική παράσταση της εξίσωσης Michaelis-Menten. 

Συγκέντρωση Υποστρώµατος [C] 
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Στους ενζυµικούς αµπεροµετρικούς βιοαισθητήρες το ρεύµα που µετράται, δηλαδή ο 

ρυθµός παραγωγής ηλεκτρονίων στο ηλεκτρόδιο εργασίας, είναι ίσο µε το ρυθµό 

παραγωγής του προϊόντος δηλαδή την ταχύτητα της ενζυµικής αντίδρασης.  Έτσι 

κατ’ αντιστοιχία µε την εξίσωση Michaelis-Menten χρησιµοποιείται η εξίσωση: 

app
MKC

Cii
+

=
][

][
max  

όπου imax είναι το µέγιστο ρεύµα που παρατηρείται όταν το ένζυµο είναι κορεσµένο 

µε υπόστρωµα και είναι ανάλογο της συγκέντρωσης του ενζύµου. Όταν η 

συγκέντρωση του υποστρώµατος είναι µικρότερη από 0.1 x app
MK  τότε η σχέση 

ρεύµατος και συγκέντρωσης του αναλύτη είναι γραµµική και ισχύει: 

app
MK
Cii ][

max=  

 

Εξέλιξη αµπεροµετρικών βιοαισθητήρων 

Κατά την ανάπτυξη των αµπεροµετρικών βιοαισθητήρων οι µελέτες επικεντρώθηκαν 

στη σύζευξη του βιολογικού στοιχείου αναγνώρισης µε το µεταλλάκτη σήµατος και 

στην επίτευξη ταχύτατης µεταφοράς ηλεκτρονίων µεταξύ του ενεργού κέντρου του 

ενζύµου και της επιφάνειας του ηλεκτροδίου εργασίας.  Αυτό είχε ως αποτέλεσµα 

κατά την εξέλιξη των αµπεροµετρικών βιοαισθητήρων να αναπτυχθούν τρεις 

διαφορετικές γενιές αισθητήρων (Εικόνα 5). 

υπόστρωµα
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ένζυµο

Α Β Γ

 

Εικόνα 5.  Σχηµατική αναπαράσταση της Α) Πρώτης γενιάς Β) ∆εύτερης Γενιάς και Γ) 

Τρίτης Γενιάς Βιοαισθητήρων. 

Βιοαισθητήρες πρώτης γενιάς 

Στους βιοαισθητήρες πρώτης γενιάς η µεταφορά ηλεκτρονίων µεταξύ του 

οξειδοαναγωγικού κέντρου του ενζύµου και του ηλεκτροδίου επιτυγχάνεται µέσω 
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ενός φυσικού συµπαράγοντα του ενζύµου7.  Οι πιο γνωστοί φυσικοί συµπαράγοντες 

είναι το Ο2 και το NAD+
, οι οποίοι λαµβάνουν ηλεκτρόνια από το ένζυµο και 

ανάγονται σε Η2Ο2 και NADH αντίστοιχα.  Τα παραγόµενα προϊόντα οξειδώνονται 

στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου και έτσι έχουµε µια συνεχή ροή ηλεκτρονίων από το 

ενεργό κέντρο του ενζύµου στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου εργασίας.  Ωστόσο η 

διαδικασία αυτή µεταφοράς ηλεκτρονίων είναι σχετικά αργή µε αποτέλεσµα οι 

αντίστοιχοι βιοαισθητήρες να εµφανίζουν αργή απόκριση και αργή αναγέννηση του 

ενζύµου.  Παράλληλα για την οξείδωση του Η2Ο2 και του NADH απαιτούνται 

µεγάλα υπερδυναµικά γεγονός που συµβάλλει στη µείωση του χρόνου ζωής των 

βιοαισθητήρων καθώς και στην παρεµπόδιση τους από διάφορες άλλες 

ηλεκτροενεργές ουσίες.  Όλα αυτά συνέβαλαν ώστε να αντικατασταθούν οι φυσικοί 

συµπαράγοντες από τεχνητούς οι οποίοι ονοµάζονται µεταφορείς ηλεκτρονίων και να 

προκύψει η δεύτερη γενιά βιοαισθητήρων. 

Βιοαισθητήρες δεύτερης γενιάς  

Οι µεταφορείς ηλεκτρονίων που χρησιµοποιούνται στη δεύτερη γενιά βιοαισθητήρων 

είναι µικρού µοριακού βάρους οξειδοαναγωγικά ζεύγη που έχουν την ικανότητα να 

µεταφέρουν ηλεκτρόνια από το οξειδοαναγωγικό κέντρο του ενζύµου στην επιφάνεια 

του ηλεκτροδίου8,9.  Κατά τη διάρκεια του καταλυτικού κύκλου η οξειδωµένη µορφή 

του µεταφορέα ηλεκτρονίων (Mox) αντιδρά µε την ανηγµένη µορφή του ενζύµου και 

στη συνέχεια διαχέεται προς την επιφάνεια του ηλεκτροδίου όπου και υφίσταται 

ταχύτατη οξείδωση (Mred).  Ένας ιδανικός µεταφορέας ηλεκτρονίων έχει τα ακόλουθα 

χαρακτηριστικά: 

1. Εµφανίζει αντιστρεπτή ηλεκτροχηµική συµπεριφορά. 

2. Αντιδρά ταχύτατα µε την ανηγµένη µορφή του ενζύµου. 

3. Εµφανίζει χαµηλό δυναµικό οξειδοαναγωγής και δεν επηρεάζεται από 

µεταβολές του pH. 

4. Είναι σταθερός και στις δύο οξειδοαναγωγικές του µορφές. 

5. Εµφανίζει µικρή διαλυτότητα στο δείγµα για να αποφεύγεται η διαφυγή του 

από το ενζυµικό στρώµα. 

6. ∆εν αντιδά µε τα αντιδρώντα ή τα προϊόντα του καταλυτικού κύκλου και 

κυρίως µε το O2. 
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Εικόνα 6. Μεταφορείς ηλεκτρονίων που έχουν χρησιµοποιηθεί στην κατασκευή 

βιοαισθητήρων. 

Η χρήση µεταφορέων ηλεκτρονίων περιορίζει την ανάγκη για την παρουσία του Ο2, 

ελαχιστοποιεί την επίδραση των παρεµποδιστών, µειώνει το δυναµικό λειτουργίας 

των ηλεκτροδίων και βελτιώνει το χρόνο ζωής και την ευαισθησία των 

βιοαισθητήρων.  Ο πρώτος µεταφορέας ηλεκτρονίων που χρησιµοποιήθηκε ήταν η 

κινόνη η οποία ανάγεται σε υδροκινόνη και στη συνέχεια οξειδώνεται στην επιφάνεια 

του ηλεκτροδίου.  ∆ιάφοροι άλλοι µεταφορείς ηλεκτρονίων που έχουν 

χρησιµοποιηθεί είναι οι οργανικές χρωστικές, διάφορα σύµπλοκα του οσµίου, το 

τετρακυανο-κινο-διµεθάνιο (TCNQ), το τετραθειαφουλβένιο (TTF) και ο κυανιούχος 

σίδηρος.  Ωστόσο οι πιο γνωστοί µεταφορείς ηλεκτρονίων είναι το φερροκένιο και 

διάφορα παράγωγα του10,11. 

Βιοαισθητήρες τρίτης γενιάς  

Στην τρίτη γενιά βιοαισθητήρων πραγµατοποιείται άµεση µεταφορά ηλεκτρονίων 

από το ενεργό κέντρο του ενζύµου στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου εργασίας12,13.  Η 

άµεση µεταφορά ηλεκτρονίων είναι πολύ δύσκολο να επιτευχθεί λόγω της απόστασης 

του ενεργού κέντρου του ενζύµου από το ηλεκτρόδιο.  Η αύξηση της απόστασης 

µεταξύ του ενζύµου και του ηλεκτροδίου συµβάλλει στην εκθετική µείωση του 

ρυθµού µεταφοράς των ηλεκτρονίων.  Επειδή το ενεργό κέντρο των ενζύµων 

βρίσκεται συνήθως βαθιά στο εσωτερικό της τεταρτοταγούς πρωτεϊνικής δοµής, 

εφαρµόζονται διάφορες τεχνικές για την επίτευξη άµεσης µεταφοράς ηλεκτρονίων.  
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Η οµοιοπολική δέσµευση των πρωτεϊνών συµβάλλει στη διευθέτηση τους στην 

επιφάνεια του ηλεκτροδίου εργασίας µε τέτοιο τρόπο ώστε να έχουν τον κατάλληλο 

προσανατολισµό και να είναι εφικτή η άµεση µεταφορά των ηλεκτρονίων.  

Παράλληλα η εισαγωγή των πρωτεϊνών σε πολυµερικά πλέγµατα που είτε είναι 

αγώγιµα είτε έχουν κάποια οξειδοαναγωγικά κέντρα διευκολύνει την έµµεση 

ανταλλαγή ηλεκτρονίων. 

 
2.3  Οπτικοί Βιοαισθητήρες 

Οι οπτικοί βιοαισθητήρες αποτελούν το δεύτερο πιο διαδεδοµένο είδος 

βιοαισθητήρων αµέσως µετά τους ηλεκτροχηµικούς βιοαισθητήρες.  Βασίζονται στην 

ανίχνευση των µεταβολών των οπτικών ιδιοτήτων του βιολογικού µορίου ή του 

αναλύτη κατά τη βιολογική αναγνώριση.  Οι χηµικές πληροφορίες που λαµβάνονται 

κατά τη χηµική αναγνώριση του αναλύτη µετατρέπονται σε αναλυτικό οπτικό σήµα 

µε τη χρήση φασµατοφωτόµετρου, στους οπτικούς αισθητήρες14.  Μετράται το φως 

που απορροφάται ή εκπέµπεται είτε από το ίδιο το βιολογικό µόριο, είτε από τα 

αντιδρώντα ή προϊόντα της βιολογικής αναγνώρισης είτε ακόµα από συγκεκριµένα 

µόρια που έχουν προστεθεί στο σύστηµα του βιοαισθητήρα ώστε να είναι εφικτή η 

παρακολούθηση της βιολογικής αναγνώρισης.  Μέσω µίας πηγής φωτός το δείγµα 

ακτινοβολείται και οι µεταβαλλόµενες οπτικές ιδιότητες που µετρούνται συνήθως 

είναι η απορρόφηση ή ο φθορισµός15.  Ανάλογα µε το µόριο εκείνο του οποίου 

παρακολουθούνται οι οπτικές ιδιότητες επιλέγεται και το κατάλληλο µήκος κύµατος 

της ακτινοβολίας που αλληλεπιδρά µε το δείγµα.  Συνήθως παρακολουθείται η 

αύξηση ή µείωση της έντασης της απορρόφησης ή του φθορισµού του δείγµατος σε 

συγκεκριµένο µήκος κύµατος.  Βέβαια υπάρχει και η δυνατότητα παρακολούθησης 

της µετατόπισης των κορυφών της απορρόφησης ή του φθορισµού σε άλλα µήκη 

κύµατος λόγω της µεταβολής των οπτικών ιδιοτήτων της ουσίας που απορροφά ή 

φθορίζει.  Η ενεργότητα της προς ανάλυση ουσίας στο δείγµα συσχετίζεται µε το 

οπτικό σήµα των αισθητήρων µε βάση το νόµο του Lambert - Beer: 

 
Α = ε . b . C 

 
όπου Α συνήθως η απορρόφηση των µορίων υποδοχέα, ε ο µοριακός συντελεστής 

απορροφητικότητας των µορίων του υποδοχέα, b το πάχος της στοιβάδας στην οποία 
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λαµβάνει χώρα η χηµική αναγνώριση του αναλύτη και C η συγκέντρωση της προς 

ανάλυση ουσίας στο δείγµα.  

Στους ενζυµικούς οπτικούς βιοαισθητήρες επειδή η πρόσδεση κάποιου χρωµοφόρου 

στο βιολογικό µόριο απαιτεί κάποιες προϋποθέσεις και επειδή τα αντιδρώντα ή 

προϊόντα της ενζυµικής αντίδρασης δεν είναι απαραίτητο να εµφανίζουν οπτικές 

ιδιότητες συνήθως επιλέγεται η χρήση κάποιου οπτικού ή φθορισµοµετρικού δείκτη 

που είναι ευαίσθητος σε µεταβολές του pH ή της συγκέντρωσης του οξυγόνου.  Οι 

περισσότερες ενζυµικές αντιδράσεις συνοδεύονται από παραγωγή ιόντων υδρογόνου, 

γεγονός που διευκολύνει την ανίχνευση του αναλύτη µέσω ενός δείκτη που είναι 

ευαίσθητος σε µεταβολές του pH.  Οι δείκτες αυτοί παρόλο που έχουν πολύ µικρό 

εύρος pH δεν επηρεάζουν την ευαισθησία των οπτικών ενζυµικών βιοαισθητήρων 

καθώς οι αλλαγές στην τιµή του pH που προκαλούνται κατά τις ενζυµικές 

αντιδράσεις είναι πάρα πολύ µικρές. 

Οι περισσότεροι οπτικοί ενζυµικοί βιοαισθητήρες βασίζονται στη φθορισµοµετρική 

τεχνική λόγω των πλεονεκτηµάτων που εµφανίζει έναντι όλων των άλλων µεθόδων 

ανίχνευσης16.  Κατά τη φθορισµοµετρία, η φθορισµοµετρική εκποµπή παρατηρείται 

σε διαφορετικό µήκος κύµατος από τη φθορισµοµετρική διέγερση µε αποτέλεσµα ο 

θόρυβος υποβάθρου να είναι πολύ χαµηλός και τα όρια ανίχνευσης πολύ χαµηλότερα.  

Πρόκειται εποµένως για εξαιρετικά ευαίσθητη τεχνική που επιτρέπει την ανίχνευση 

συγκεντρώσεων του αναλύτη σε επίπεδα ppb ή ppt.  Στη βιβλιογραφία συναντώνται 

όλο και περισσότερα παραδείγµατα ανίχνευσης ενός µόνο µορίου µέσω 

φθορισµοµετρικών µεθόδων17.  Γενικά τα φθορισµόµετρα παρέχουν 1,000 µε 500,000 

καλύτερα όρια ανίχνευσης σε σύγκριση µε τα φασµατοφωτόµετρα.  Επίσης στις 

φασµατοφωτοµετρικές τεχνικές συναντώνται πολλοί παρεµποδιστές καθώς πολλά 

υλικά απορροφούν φως καθιστώντας δύσκολη την αποµόνωση του σήµατος του 

αναλύτη σε ένα πολύπλοκο δείγµα.  Αντίθετα κατά τη φθορισµοµετρία έχουµε 

µεγαλύτερη επιλεκτικότητα και λιγότερους παρεµποδιστές καθώς λιγότερα υλικά 

απορροφούν και εκπέµπουν φως ταυτόχρονα.  Παράλληλα ακόµη και στην 

περίπτωση όπου υπάρχουν κάποιοι παρεµποδιστές είναι πολύ δύσκολο να εκπέµπουν 

φως στο ίδιο µήκος κύµατος µε τον αναλύτη.  Ταυτόχρονα η φθορισµοµετρία 

επιτρέπει τη µέτρηση µεγαλύτερου εύρους συγκεντρώσεων του αναλύτη χωρίς να 

απαιτείται αραίωση του δείγµατος.  Παράλληλα είναι σχετικά απλή αναλυτική 

τεχνική.  ∆εν προαπαιτείται συµπύκνωση του αναλύτη ή αποµάκρυνση των 
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παρεµποδίζοντων ουσιών από το δείγµα πριν την ανάλυση.  Εφόσον δεν είναι 

απαραίτητη η προκατεργασία του δείγµατος οι αναλύσεις είναι γρήγορες και αρκετά 

απλοποιηµένες.  Επίσης λόγω της πολύ µεγάλης ευαισθησίας της τεχνικής η 

ποσότητα των αντιδραστηρίων που απαιτούνται για να πραγµατοποιηθούν οι 

αναλύσεις είναι ελάχιστη.  Τέλος το κόστος των αντιδραστηρίων και των οργάνων 

που απαιτούνται για τη φθορισµοµετρία είναι πολύ µικρό σε σύγκριση µε τις πιο 

πολύπλοκες αναλυτικές τεχνικές όπως η αέρια χρωµατογραφία (GC) και η υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής αποδόσεως (HPLC).   

 

Εικόνα 7.  Ρυθµός αύξησης των δηµοσιεύσεων στον τοµέα των οπτικών βιοαισθητήρων την 

δεκαετία 1990-2000. 

Γενικότερα τα πλεονεκτήµατα που εµφανίζουν οι οπτικοί βιοαισθητήρες7 συνέβαλαν 

στη ραγδαία εξέλιξη στον τοµέα αυτό, τα τελευταία 15 χρόνια.  Αυτό 

αντικατοπτρίζεται και από τον αυξανόµενο αριθµό δηµοσιεύσεων όσον αφορά τους 

οπτικούς βιοαισθητήρες τη δεκαετία 1990-200018 (Εικόνα 7).  Στους οπτικούς 

βιοαισθητήρες, σε αντίθεση µε τους ηλεκτροχηµικούς δεν είναι απαραίτητη η 

παρουσία αναφορικού συστήµατος.  Επίσης οι οπτικοί βιοαισθητήρες µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για την ταυτόχρονη ανίχνευση πολλών αναλυτών 

παρακολουθώντας περισσότερα από ένα µήκη κύµατος ενώ παράλληλα υπάρχει η 

δυνατότητα για συλλογή πληροφοριών που αφορούν δοµικές αλλαγές στις ουσίες που 

συµµετέχουν στο σύστηµα του βιοαισθητήρα.  Βέβαια η αλµατώδης εξέλιξη στον 

τοµέα των οπτικών βιοαισθητήρων συνδέεται άµεσα και µε την ανάπτυξη των 

οπτικών ινών19.  Οι οπτικές ίνες λειτουργούν όπως τα ηλεκτρικά καλώδια που 



2.  ΒΙΟΑΙΣΘΗΤΗΡΕΣ 21 

χρησιµοποιούνται για τη µεταφορά ηλεκτρισµού.  Με παρόµοιο τρόπο οι οπτικές ίνες 

λειτουργούν ως δίοδοι φωτός και µεταφέρουν το φως σε µεγάλεις αποστάσεις. 

 

2.4  Aναλυτικά Χαρακτηριστικά Βιοαισθητήρων 

Η ποιότητα ενός βιοαισθητήρα εξαρτάται από τα αναλυτικά του χαρακτηριστικά.  Οι 

κυριότεροι παράµετροι, που περιγράφουν τα αναλυτικά χαρακτηριστικά ποιότητας 

των βιοαισθητήρων7 περιγράφονται παρακάτω. 

Καµπύλη Βαθµονόµησης 

Είναι η γραφική παράσταση του µετρούµενου σήµατος σε συνάρτηση µε τη 

συγκέντρωση του αναλύτη.  Η βαθµονόµηση του βιοαισθητήρα πραγµατοποιείται 

είτε µέσω διαλυµάτων γνωστών συγκεντρώσεων είτε µε τη µέθοδο προσθήκης 

γνωστής ποσότητας.  Η απόκριση του βιοαισθητήρα προκύπτει από το σήµα µετά την 

αποκατάσταση της ισορροπίας ή τη µεταβολή της µετρούµενης αναλυτικής 

παραµέτρου. 

Γραµµικό Εύρος 

Είναι η περιοχή εκείνη των συγκεντρώσεων όπου η µεταβολή της µετρούµενης 

αναλυτικής παραµέτρου είναι ευθέως ανάλογη µε τη µεταβολή της συγκέντρωσης του 

αναλύτη.  Το γραµµικό εύρος θεωρείται ικανοποιητικό όταν καλύπτει τουλάχιστον 

δύο τάξεις µεγέθους της συγκέντρωσης του αναλύτη. 

Ευαισθησία  

Από την κλίση της καµπύλης βαθµονόµησης στο γραµµικό εύρος συγκεντρώσεων 

προκύπτει η ευαισθησία του βιοαισθητήρα.  Η ευαισθησία ορίζεται ως ο λόγος της 

µεταβολής της µετρούµενης αναλυτικής παραµέτρου προς τη συγκέντρωση του 

αναλύτη. 

Όριο Ανίχνευσης 

Το όριο ανίχνευσης είναι η µικρότερη δυνατή συγκέντρωση του αναλύτη που µπορεί 

να προσδιοριστεί µε αξιοπιστία.  Υπολογίζεται µέσω της καµπύλης βαθµονόµησης, 

από το σηµείο τοµής της προέκτασης των δύο γραµµικών τµηµάτων της καµπύλης.  
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Ωστόσο πιο συχνά το όριο ανίχνευσης ορίζεται ως η συγκέντρωση εκείνη του 

αναλύτη που δίνει σήµα τριπλάσιο από το θόρυβο (S/N = 3). 

Επιλεκτικότητα  

Αποτελεί το µέτρο της ικανότητας ενός αισθητήρα να αποκρίνεται στον αναλύτη 

παρουσία άλλων παρεµποδίζοντων συστατικών (ορισµένης συγκέντρωσης).  Συνήθως 

µετράται η απόκριση του αισθητήρα στον αναλύτη και συγκρίνεται µε την αντίστοιχη 

απόκριση στις παρεµποδίζουσες ουσίες.  Η επιλεκτικότητα εκφράζεται µε τη µέγιστη 

επιτρεπτή συγκέντρωση πιθανών παρεµποδιστών ή το λόγο των συγκεντρώσεων 

παρεµποδιστή – αναλύτη, για την πρόκληση ορισµένου σφάλµατος (συνήθως 5%).  Η 

επιλεκτικότητα ενός βιοαισθητήρα εξαρτάται κυρίως από το βιολογικό µόριο, αλλά 

πολλές φορές επηρεάζεται και από το µεταλλάκτη σήµατος που χρησιµοποιείται. 

Σταθερότητα-Χρόνος Ζωής 

Η σταθερότητα ενός βιοαισθητήρα ορίζεται ως το χρονικό διάστηµα που απαιτείται 

για να µειωθεί η ευαισθησία του κατά 10% ή κατά 50%.  ∆ιακρίνεται σε σταθερότητα 

αποθήκευσης (storage stability) και σε σταθερότητα συνεχούς λειτουργίας 

(operational stability) του βιοαισθητήρα.  Η σταθερότητα του βιοαισθητήρα 

εξαρτάται κυρίως από το χρόνο ζωής του βιολογικού µορίου.  Όλοι εκείνοι οι 

παράγοντες που µπορούν να επηρεάσουν τη δραστικότητα του ενζύµου όπως π.χ. η 

θερµοκρασία και το pH επηρεάζουν και τη σταθερότητα του βιοαισθητήρα.  Επίσης, 

σε µικρότερο βαθµό, εξαρτάται από το µεταλλάκτη σήµατος που χρησιµοποιείται 

αλλά και από τον τρόπο κατασκευής του βιοαισθητήρα. 

Αναπαραγωγιµότητα – Επαναληψιµότητα 

Εκφράζει την επί τοις εκατό σχετική τυπική απόκλιση (%RSD) µεταξύ των 

µετρήσεων ή των χαρακτηριστικών του ίδιου αισθητήρα ή διαφορετικών 

αισθητήρων.  ∆ιαχωρίζεται εποµένως σε επαναληψιµότητα µεταξύ των µετρήσεων 

και σε επαναληψιµότητα κατακευής των βιοαισθητήρων.  Μία αναλυτική µέθοδος ή 

ένα αναλυτικό όργανο θεωρείται αξιόπιστο µόνο εφόσον η επί τοις εκατό σχετική 

τυπική απόκλιση είναι µικρότερη από 10%. 
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Χρόνος Απόκρισης 

Ορίζεται ως ο χρόνος εκείνος που απαιτείται έως ότου η µετρούµενη αναλυτική 

παράµετρος λάβει το 90% της τελικής της τιµής. 

 

2.5  Προβλήµατα Βιοαισθητήρων 

Οι βιοαισθητήρες εµφανίζουν ένα µεγάλο εύρος δυνατών εφαρµογών στην ανάλυση 

τροφίµων, σε κλινικές αναλύσεις και σε περιβαλλοντικές µελέτες.  Ωστόσο η ευρεία 

ανάπτυξη εµπορικά διαθέσιµων συστηµάτων βιοαισθητήρων δεν έχει επιτευχθεί 

ακόµη στον επιθυµητό βαθµό, παρά τις µεγάλες ανάγκες της αγοράς, λόγω 

ορισµένων λειτουργικών προβληµάτων που εµφανίζονται στον τοµέα των 

βιοαισθητήρων.  Τα προβλήµατα αυτά εστιάζονται κυρίως στη σταθερότητά τους 

τόσο κατά την αποθήκευση τους όσο και σε συνθήκες συνεχούς λειτουργίας, την 

ευαισθησία τους και την επαναληψιµότητα της κατασκευής τους20,21.  Μεταξύ αυτών 

των παραµέτρων ο βασικότερος παράγοντας που επηρεάζει τα αναλυτικά 

χαρακτηριστικά των βιοαισθητήρων είναι η σταθερότητά τους.  Η σταθερότητα των 

βιοαισθητήρων εξαρτάται κυρίως από το χρόνο ζωής και από το ρυθµό 

αποικοδόµησης ή απενεργοποίησης του βιολογικού µορίου που χρησιµοποιείται.  

∆ιάφοροι παράγοντες όπως η θερµοκρασία, το pH, οι οργανικοί διαλύτες αλλά και το 

υψηλό δυναµικό που εφαρµόζεται στο ηλεκτρόδιο εργασίας στην περίπτωση των 

αµπεροµετρικών βιοαισθητήρων, µπορούν να οδηγήσουν σε απενεργοποίηση του 

βιολογικού µορίου κατά τη διάρκεια της παρασκευής των βιοαισθητήρων ή κατά τη 

διάρκεια των αναλύσεων.  Οι ενζυµικοί βιοαισθητήρες και πιο συγκεκριµένα η 

βελτίωση της σταθερότητάς τους, µέσω σταθεροποίησης του ενζύµου αποτελούν το 

θέµα της παρούσας εργασίας και για το λόγο αυτό θα γίνει ιδιαίτερα αναφορά στα 

ένζυµα και στις ήδη υπάρχουσες µεθόδους σταθεροποίησης τους. 
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3.  ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ ΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗΣ ΕΝΖΥΜΩΝ 

Οι πρωτεΐνες και ειδικότερα τα ένζυµα παίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο σε όλες σχεδόν 

τις βιολογικές διεργασίες, στις οποίες συµµετέχουν ως καταλύτες.  Η καταλυτική 

αντίδραση είναι τουλάχιστον 1012 φορές ταχύτερη σε σύγκριση µε την αντίστοιχη 

αντίδραση απουσία του καταλύτη1.  Η επιτάχυνση της βιολογικής αντίδρασης 

πραγµατοποιείται εξαιτίας της µείωσης της ενέργειας της µεταβατικής κατάστασης.  

Με άλλα λόγια το ένζυµο διευκολύνει το υπόστρωµα να πάρει εκείνη τη δοµή στο 

χώρο που θα προκαλέσει την ταχύτατη µετατροπή του σε προϊόντα2.  Παράλληλα τα 

ένζυµα εµφανίζουν µεγάλη επιλεκτικότητα καθώς έχουν την ικανότητα να 

αναγνωρίζουν εξειδικευµένα και να δεσµεύουν ένα συγκεκριµένο υπόστρωµα και να 

το µετατρέπουν στα αντίστοιχα προϊόντα. 

Η απώλεια της καταλυτικής δράσης των ενζύµων αποτελεί ένα από τα βασικά 

προβλήµατα που εµποδίζουν την ευρεία εφαρµογή τους.  Αυτό οφείλεται στην 

αδυναµία των ενζύµων να διατηρήσουν την ενεργότητα τους σε περιβάλλον που 

διαφέρει σηµαντικά από το φυσικό τους.  ∆ιάφορες παράµετροι όπως οι ακραίες τιµές 

θερµοκρασίας ή pH, αλλά και τα απορρυπαντικά, µεταβάλλουν την τριτοταγή δοµή 

των ενζύµων συµβάλλοντας στη µείωση της δραστικότητάς τους.  Η απώλεια της 

δραστικότητας µπορεί να οφείλεται σε αποδιάταξη, οξειδωτική αποσύνθεση, µη 

αντιστρεπτή αναστολή, πρωτεόλυση ή καθίζηση.  Η µείωση της ενεργότητας ενός 

ενζύµου είναι αποτέλεσµα της αποδιάταξης της τεταρτοταγούς δοµής του.  Το ένζυµο 

µεταπίπτει από την ενεργή του µορφή (Ν) στην αποδιαταγµένη του µορφή (U).  Η 

διαδικασία αυτή είναι συνήθως αντιστρεπτή και το ένζυµο µπορεί να επαναδιαταχτεί 

και να αποκτήσει και πάλι την ενεργή του µορφή.  Ωστόσο κάποια περαιτέρω χηµική 

αλλαγή στην πολυπεπτιδική αλυσίδα µπορεί να οδηγήσει σε µόνιµη απενεργοποίηση 

του ενζύµου (Ι)3 (Εικόνα 1). 

Ενεργή Μορφή (N) Αποδιαταγµένη Μορφή (U) Ανενεργή Μορφή (I)

αποδιάταξη

αναδιάταξη

απενεργοποίηση

 

Εικόνα 1.  Σχηµατική αναπαράσταση της απώλειας της ενζυµικής δοµής και λειτουργίας. 
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Τα δύο αυτά ξεχωριστά φαινόµενα, της απώλειας της ενζυµικής δοµής και 

λειτουργίας συνέβαλαν στο να δηµιουργηθούν δύο ορισµοί για τη σταθερότητα των 

ενζύµων.  Ο πρώτος ορισµός συνδέεται µε την ικανότητα του ενζύµου να 

αντιστέκεται στην αποδιάταξη της ενεργής του µορφής (N↔U) και ονοµάζεται 

θερµοδυναµική σταθερότητα. Ο δεύτερος ορισµός αναφέρεται στην ικανότητα του 

ενζύµου να αντιστέκεται στην απενεργοποίηση του (U→I) και ονοµάζεται κινητική 

σταθερότητα. 

Η προστασία των ενζύµων από τους παράγοντες εκείνους που επηρεάζουν την 

καταλυτική τους δραστικότητα αλλά και τη σταθερότητά τους αποτελεί ένα πεδίο που 

συγκεντρώνει το ενδιαφέρον της επιστηµονικής κοινότητας. 

 
3.1  Σταθεροποίηση Ενζύµων 

Τα ένζυµα ως βιοκαταλύτες χρησιµοποιούνται κυρίως σε υδατικά συστήµατα.  Η 

σταθερότητα των ενζύµων σε υδατικά διαλύµατα είναι περιορισµένη καθώς συχνά 

προκαλείται αποδιάταξή τους.  Παράλληλα όµως και οι οργανικοί διαλύτες δεν 

αποτελούν το καταλληλότερο µέσο για τα ένζυµα καθώς συµβάλλουν στην 

απενεργοποίησή τους.  Ο βαθµός απενεργοποίησης εξαρτάται από το ένζυµο που 

χρησιµοποιείται και από το ποσοστό του νερού στο µέσο4.  Η παρουσία του νερού 

έστω και σε µικρό ποσοστό είναι απαραίτητη για τη διατήρηση της καταλυτικής 

δράσης των ενζύµων5.  Έτσι σε κάθε περίπτωση πρέπει να βρίσκεται το 

καταλληλότερο µέσο ώστε όχι µόνο να είναι σταθερό το ένζυµο αλλά και δραστικό. 

∆ιάφοροι παράγοντες επηρεάζουν τη σταθερότητα των ενζύµων σε διάλυµα6.  Ένας 

βασικός παράγοντας είναι η θερµοκρασία αφού τα ένζυµα είναι σταθερά σε µικρό 

εύρος θερµοκρασιών.  Καθώς αυξάνεται η θερµοκρασία οι δεσµοί υδρογόνου 

γίνονται πιο ασθενείς και οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις µειώνονται.  Έτσι σε 

υψηλές θερµοκρασίες ευνοείται η αποδιάταξη των ενζύµων.  Μία άλλη σηµαντική 

παράµετρος είναι το pH του περιβάλλοντος.  Σε πολύ χαµηλές ή πολύ υψηλές τιµές 

pH τα ένζυµα υφίστανται υδρόλυση και απενεργοποιούνται.  Πολλές φορές η 

παρουσία µικρής συγκέντρωσης αλάτων σε πρωτεϊνικά διαλύµατα ευνοεί τη 

σταθερότητα της πρωτεΐνης.  Ωστόσο όταν η συγκέντρωση του άλατος γίνεται πολύ 

µεγάλη αυξάνεται η επιφανειακή τάση του διαλύµατος µε αποτέλεσµα να 

παρατηρείται καταβύθιση της πρωτεΐνης και τελικά απενεργοποίηση της.  
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Για να αποφευχθεί η απενεργοποίηση των ενζύµων σε διάλυµα έχουν προταθεί 

πολλές διαδικασίες για τη σταθεροποίησή τους.  Οι βασικότερες από αυτές 

αναπτύσσονται στη συνέχεια. 

Γενετική τροποποίηση 

Στην πρωτεινική µηχανική εφαρµόζεται ευρύτατα η µετάλλαξη ενζύµων µε στόχο τη 

σταθεροποίηση και τη βελτίωση των ιδιοτήτων τους7.  Γενικά η αντικατάσταση 

συγκεκριµένων αµινοξέων στην πρωτεϊνική αλυσίδα αποσκοπεί στην αύξηση των 

πιθανών δεσµών υδρογόνου και των δυνάµεων Van der Waals ή στην ενίσχυση των 

υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων στην πρωτεϊνική αλυσίδα8.  Με αυτό τον τρόπο 

επιτυγχάνεται σταθεροποίηση της δευτεροταγούς δοµής της πρωτεΐνης.  Η 

αντικατάσταση συγκεκριµένων καταλοίπων στην αλληλουχία των αµινοξέων µπορεί 

να επιφέρει αύξηση στη σταθερότητα των πρωτεϊνών.  Μάλιστα συνήθως 

πραγµατοποιείται µετάλλαξη στα κατάλοιπα εκείνα στα οποία έχει µεγαλύτερη 

πρόσβαση ο διαλύτης.  Έχει βρεθεί ότι η εισαγωγή όξινων καταλοίπων στο αµινο-

τελικό άκρο της πρωτεΐνης και βασικών καταλοίπων στο καρβοξυ-τελικό άκρο, 

σταθεροποιεί τις έλικες της πρωτεΐνης.  Επίσης η αύξηση των δισουλφιδικών δεσµών 

στην πρωτεϊνική δοµή αυξάνει τη σταθερότητα της πρωτεΐνης εµποδίζοντας την 

αποδιάταξη της τεταρτοταγούς δοµής της7. 

Χηµική τροποποίηση 

Η χηµική τροποποίηση των πρωτεϊνών πολλές φορές συµβάλλει στη σταθεροποίηση 

τους.  Κατά την αντίδραση συγκεκριµένων οµάδων των αµινοξέων µίας πρωτεΐνης µε 

ειδικά αντιδραστήρια είναι δυνατό να µεταβληθούν οι ιδιότητες της πρωτεΐνης.  Πολύ 

συχνά πραγµατοποιείται η µετατροπή των µη-πολικών οµάδων της εξωτερικής 

επιφάνειας της πρωτεΐνης σε πολικές9.  Η σταθεροποίηση αυτή πραγµατοποιείται µε 

την αντικατάσταση των µη-πολικών αµινοξέων από πολικά ή µε δέσµευση 

υδατανθράκων σε επιφανειακά αµινοξέα της πρωτεΐνης.  Με αυτή τη διαδικασία η 

πρωτεΐνη αλληλεπιδρά καλύτερα µε πολικούς διαλύτες και η ενδεχόµενη αποδιάταξή 

της περιορίζεται.  Παράλληλα, η δέσµευση πολυαιθυλενογλυκόλης µε πολικές ή 

άπολες οµάδες, σε επιφανειακά αµινοξέα αυξάνει τη διαλυτότητα και την ενεργότητα 

της πρωτεΐνης σε πολικούς και άπολους διαλύτες αντίστοιχα.  Τέλος η προσθήκη 

διδραστικών αντιδραστηρίων στις πρωτεΐνες καθιστά δυνατή την ανάπτυξη 
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διαµοριακών ή ενδοµοριακών δεσµών που αυξάνουν τη σταθερότητα της δοµής της 

πρωτεΐνης. 

Πρόσθετα 

Η σταθερότητα των ενζύµων σε υδατικά διαλύµατα αυξάνεται µε την προσθήκη 

ορισµένων ενώσεων10, όπως οι πολυαλκοόλες, τα σάκχαρα και οι πολυηλεκτρολύτες, 

που ονοµάζονται πρόσθετα.  Τα σάκχαρα και οι πολυαλκοόλες αυξάνουν την 

επιφανειακή τάση του νερού, µε αποτέλεσµα λιγότερα µόρια νερού να περιβάλλουν 

το ένζυµο και να µην ευνοείται η αποδιάταξη του3 (Εικόνα 2).  Η αύξηση της 

σταθερότητας των ενζύµων παρουσία των πολυηλεκτρολυτών όπως η 

πολυαιθυλενιµίνη11, η διαιθυλαµινοαίθυλoδεξτράνη12 και το DNA13 θεωρείται ότι 

επιτυγχάνεται µέσω ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων που προστατεύουν το 

ένζυµο.  ∆ηµιουργείται µία δοµή κλουβιού γύρω από το ένζυµο που συµβάλλει στη 

διατήρηση της ενεργής του διαµόρφωσης. 

 

Εικόνα 2.  Σταθεροποίηση ενζύµων µε πολυηλεκτρολύτες και πολυαλκοόλες. 

Ακινητοποίηση 

Ένας επιπλέον τρόπος σταθεροποίησης των ενζύµων αποτελεί η ακινητοποίηση τους 

σε στερεά υποστρώµατα.  Ο τρόπος αυτός σταθεροποίησης είναι ο πιο διαδεδοµένος 

ειδικά στην περίπτωση των ενζυµικών βιοαισθητήρων, καθώς µε την απευθείας 

ακινητοποίηση του ενζύµου στο µετάλλάκτη δεν απαιτείται επιπλέον σταθεροποίηση 

του ενζύµου.  Η ακινητοποίηση πρέπει να γίνεται µε τέτοιο τρόπο ώστε τα ένζυµα να 

διατηρούν την ενεργότητα και την επιλεκτικότητα τους και να είναι δυνατή η 

πρόσβαση του υποστρώµατος στο ενεργό κέντρο του ενζύµου.  Οι κυριότερες 

µέθοδοι ακινητοποίησης περιγράφονται αναλυτικά παρακάτω. 
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3.2  Σταθεροποίηση Ενζύµων µε Ακινητοποίηση 

∆ιάφορα οργανικά και ανόργανα υλικά έχουν χρησιµοποιηθεί ως υποστρώµατα για 

την ακινητοποίηση βιολογικών µορίων και συγκεκριµένα ενζύµων.  Οι πιο βασικές 

µέθοδοι ακινητοποίησης των ενζύµων είναι η φυσική προσρόφηση, η οµοιοπολική 

δέσµευση, η παγίδευση, ο εγκλωβισµός και η διαµοριακή σύνδεση14 (Eικόνα 3).  

Φυσική προσρόφηση 

Η πιο συνηθισµένη µέθοδος ακινητοποίησης είναι η φυσική προσρόφηση σε στερεά 

υλικά.  Το ένζυµο συγκρατείται στο υλικό στήριξης µέσω ισχυρών ιοντικών 

αλληλεπιδράσεων και δεσµών υδρογόνου καθώς και ασθενών δυνάµεων Van der 

Waals ή υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων4.  Το ενεργό κέντρο του ενζύµου δεν 

επηρεάζεται κατά τη φυσική προσρόφηση µε αποτέλεσµα να διατηρείται πλήρως η 

δραστικότητα του ενζύµου.  Ωστόσο πολύ συχνά παρατηρείται εκρόφηση του 

ενζύµου λόγω της ασθενούς δέσµευσής του στο υλικό στήριξης. 

 

Εικόνα 3.  Ακινητοποίηση ενζύµων µέσω Α) φυσικής προσρόφησης, Β) οµοιοπολικής 

δέσµευσης, Γ) παγίδευσης, ∆) εγκλωβισµού και Ε) διαµοριακής σύνδεσης. 

 

 

A B Γ

∆ Ε
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Οµοιοπολική δέσµευση 

Πιο αποτελεσµατική µέθοδο ακινητοποίησης αποτελεί η οµοιοπολική δέσµευση σε 

επιφάνειες µέσω διαφόρων δραστικών οµάδων.  Συνήθως ο οµοιοπολικός δεσµός 

σχηµατίζεται µεταξύ των αµινοµάδων, καρβοξυλοµάδων, υδροξυλοµάδων και 

θειολικών οµάδων των αµινοξέων του ενζύµου µε τις αντίστοιχες δραστικές οµάδες 

της επιφάνειας του υλικού δέσµευσης4.  Για τη διατήρηση της δραστικότητας του 

ενζύµου, οι συνθήκες των αντιδράσεων πρέπει να είναι ήπιες και τα αµινοξέα του 

ενεργού κέντρου είναι απαραίτητο να προστατεύονται ώστε να µη συµµετέχουν στον 

οµοιοπολικό δεσµό. 

Φυσική Παγίδευση 

Η παγίδευση ενζύµων στην επιφάνεια του µεταλλάκτη σήµατος πραγµατοποιείται 

µέσω µεµβρανών που έχουν διαφορετικά µεγέθη πόρων.  Με αυτή τη µέθοδο 

ακινητοποίησης το ένζυµο συγκρατείται κοντά στο µεταλλάκτη σήµατος και διατηρεί 

πλήρως την ενεργότητα του.  Οι µεµβράνες που χρησιµοποιούνται κατασκευάζονται 

συνήθως από οξική κυτταρίνη, πολυουραιθάνη, πολυτετραφθοροεθυλένιο (Teflon) 

και νάιλον.  Χαρακτηριστικό των µεµβρανών είναι ότι επιτρέπουν τη διέλευση του 

αναλύτη προς το ενζυµικό στρώµα ενώ εµποδίζουν τη διέλευση µεγάλων µορίων του 

δείγµατος προστατεύοντας έτσι το ένζυµο.  Το κυριότερο µειονέκτηµα της µεθόδου 

είναι η µικρή σταθερότητα. 

Εγκλωβισµός 

Ο εγκλωβισµός ενζύµων σε τρισδιάστατα πολυµερικά πλέγµατα πραγµατοποιείται 

µέσω διαφόρων µεθόδων πολυµερισµού.  Το πλέγµα προκύπτει κατά το 

συµπολυµερισµό των κατάλληλων µονοµερών παρουσία του ενζύµου.  Με τον τρόπο 

αυτό ελέγχονται οι συνθήκες ακινητοποίησης του ενζύµου.  Ωστόσο η αστάθεια των 

πολυµερικών πλεγµάτων αποτελεί βασικό µειονέκτηµα της µεθόδου. 

∆ιαµοριακή σύνδεση 

Μία ακόµη µέθοδος χηµικής ακινητοποίησης πραγµατοποιείται µέσω διαµοριακής 

σύνδεσης των ενζύµων.  Τα ενζυµικά µόρια συνδέονται µεταξύ τους µέσω διαφόρων 

συνδετικών κρίκων, όπως η γλουταραλδεΰδη και τελικά σχηµατίζεται ένα πρωτεϊνικό 

πλέγµα.  Μεγάλες συγκεντρώσεις του ενζύµου πρέπει να αποφεύγονται καθώς στην 
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περίπτωση αυτή είναι πολύ πιθανό να προκύψει πλέγµα ενζύµων µε µειωµένη 

δραστικότητα4.  

 

Γενικά η ακινητοποίηση ενζύµων σε επιφάνειες στερεών υποστρωµάτων περιορίζει 

την απενεργοποίησή τους µέσω διαδικασιών όπως είναι η συσσωµάτωση και η 

πρωτεόλυση.  Ο βαθµός σταθεροποίησης που επιτυγχάνεται διαφέρει, ανάλογα µε το 

ένζυµο και το υπόστρωµα ακινητοποίησης.  Για αυτό άλλωστε γίνονται µελέτες 

βελτιστοποίησης σε κάθε περίπτωση, ώστε να βρεθούν οι ιδανικές συνθήκες για την 

ακινητοποίηση των ενζύµων. 

Οι παραπάνω µέθοδοι ακινητοποίησης εµφανίζουν αρκετά προβλήµατα µε 

αποτέλεσµα να µην έχει επιτευχθεί ο επιθυµητός βαθµός σταθερότητας του ενζύµου.  

Τα ένζυµα είτε δεσµεύονται ασθενώς στα υποστρώµατα είτε απενεργοποιούνται λόγω 

των χηµικών αντιδραστηρίων που χρησιµοποιούνται κατά την ακινητοποίησή τους.  

Παράλληλα είναι δυσχερής η εφαρµογή των διαδικασιών ακινητοποίησης σε 

συστήµατα βιοαισθητήρων καθώς οι περισσότερες περιλαµβάνουν περισσότερα του 

ενός στάδια, µε αποτέλεσµα να µην είναι επαναλήψιµη η διαδικασία παρασκευής 

τους.  Ωστόσο η ανάπτυξη της νανοτεχνολογίας τα τελευταία χρόνια παρέχει νέες 

προοπτικές και δυνατότητες για τη σταθεροποίηση των ενζύµων µέσω της ανάπτυξης 

ποικίλων νανοδοµών. 

 

 

3.3  Σταθεροποίηση Ενζύµων σε Νανοδοµές 

Οι νανοδοµές βρίσκονται στο επίκεντρο του σύγχρονου ερευνητικού ενδιαφέροντος 

λόγω της ευρύτερης τάσης που υπάρχει για την ανάπτυξη µικροποιηµένων 

συστηµάτων και την εξέλιξη της νανοτεχνολογίας.  Το µέγεθος των νανοδοµών αλλά 

και οι ιδιότητες τους τις καθιστούν χρήσιµα υποστρώµατα για ευρύτατες 

τεχνολογικές εφαρµογές.  Ωστόσο πολλές από τις ιδιότητες και δυνατότητες των 

συστηµάτων αυτών παραµένουν ανεξερεύνητες.  Η σύζευξη των συστηµάτων αυτών 

µε βιολογικά µόρια επιτρέπει τη µελέτη µηχανισµών µοριακής ή και βιολογικής 

αναγνώρισης µε περαιτέρω επίδραση στους τοµείς της βιοχηµικής ανίχνευσης, της 

γονιδιακής θεραπείας και της µεταφοράς φαρµάκων.  Στα πλαίσια της ευρύτερης 
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εξερεύνησης των υλικών αυτών, διάφορες νανοδοµές έχουν εξεταστεί και 

αξιολογηθεί ως υποστρώµατα για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση ενζύµων15. 

Οι νανοδοµές αποτελούν υλικά που µια τουλάχιστον από τις διαστάσεις τους είναι 

της τάξης των 100nm και µικρότερη.  Οι κυριότερες κατηγορίες νανοδοµών είναι τα 

νανοσωµατίδια, τα νανοσύρµατα και τα νανοπορώδη υλικά.  Οι φυσικοχηµικές 

ιδιότητες των υλικών αυτών διαφέρουν σηµαντικά από τις ιδιότητες του κύριου 

όγκου υλικού (bulk).  Μέσω του ελέγχου της δοµής των νανοϋλικών που 

προορίζονται ως υποστρώµατα για την ακινητοποίηση ενζύµων, είναι δυνατό να 

επιτευχθεί βελτίωση της σταθερότητας των ενζύµων.  Οι νανοδοµές γενικά παρέχουν 

µεγάλη επιφάνεια επαφής, πόρους µε µεγέθη ανάλογα µε αυτά των ενζύµων, 

επιφάνειες µε διάφορες δραστικές οµάδες που είναι δυνατό να αλληλεπιδρούν µε τα 

ένζυµα καθώς και αυξηµένο ρυθµό διάχυσης του υποστρώµατος του ενζύµου. 

Τα νανοσωµατίδια είναι υλικά που και οι τρεις διαστάσεις τους είναι της τάξης των 

nm.  Συντίθενται συνήθως από µέταλλα, οξείδια των µετάλλων ή ηµιαγώγιµα υλικά 

(Au, Ag2S, CdS, CdSe, TiO2)16,17.  ∆ιάφορες µέθοδοι έχουν χρησιµοποιηθεί για τη 

σύζευξη των νανοσωµατιδίων µε βιολογικά µόρια18.  Μείωση του µεγέθους των 

νανοσωµατιδίων παρέχει µεγαλύτερη επιφάνεια για την ακινητοποίηση ενζύµων και 

εποµένως µεγαλύτερο ενζυµικό φορτίο ανά µάζα του υλικού19.  Ωστόσο οι 

περισσότερες µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί µε νανοσωµατίδια εστιάζονται 

στην αύξηση της ενζυµικής δραστικότητας και του ενζυµικού φορτίου, και όχι τόσο 

στη σταθεροποίηση των ενζύµων στα υλικά αυτά.  Μία µελέτη που αφορά τη 

σταθεροποίηση ενζύµων σχετίζεται µε την ακινητοποίηση του ενζύµου λιπάση στην 

επιφάνεια µαγνητικών σωµατιδίων γ-Fe2O3 µέσης διαµέτρου 20 ± 10 nm µέσω 

οµοιοπολικών δεσµών20.  Παρόλο που το ακινητοποιηµένο ένζυµο παρουσιάζει 

χαµηλότερη ενεργότητα από το ελεύθερο ένζυµο, η σταθερότητα του ενζύµου στα 

µαγνητικά σωµατίδια υπό συνθήκες συνεχούς λειτουργίας αυξάνεται σηµαντικά και 

µέσα σε ένα µήνα το ένζυµο χάνει µόλις 15% από την ενεργότητα του. 

Τα νανοσύρµατα έχουν δύο διαστάσεις στην κλίµακα των νανοµέτρων.  

Κατασκευάζονται από πυρίτιο21, χρυσό, άργυρο και από αγώγιµα πολυµερή22.  Όπως 

όλες οι νανοδοµές εµφανίζουν µεγάλη δραστική επιφάνεια και αυξηµένο ρυθµό 

διάχυσης του αναλύτη.  Nανοσύρµατα έχουν χρησιµοποιηθεί ως υποστρώµατα για 

την ακινητοποίηση ενζύµων23.  Κατά την ακινητοποίηση της α-χυµοθρυψίνης σε 
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νανοσύρµατα πολυστυρενίου διαµέτρου 120nm, παρατηρήθηκε αύξηση της 

δραστικότητας του ενζύµου σε σύγκριση µε το ελεύθερο ένζυµο σε διάλυµα.  

Παράλληλα το ακινητοποιηµένο ένζυµο εµφάνισε κατά τρεις τάξεις µεγέθους 

µεγαλύτερη δραστικότητα σε σχέση µε το ελεύθερο ένζυµο, παρουσία οργανικών 

διαλυτών.  Η χρήση των νανοσυρµάτων για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση 

ενζύµων είναι περιορισµένη λόγω των προβληµάτων που συναντώνται στις µεθόδους 

παρασκευής τους24. 

Τέλος τα νανοπορώδη υλικά έχουν πόρους ή κοιλότητες µε διάµετρο στην κλίµακα 

των νανοµέτρων.  Χαρακτηριστικό αυτών των υλικών είναι ότι έχουν µεγάλη ενεργή 

επιφάνεια σε σχέση µε τον όγκο τους, εµφανίζουν µεγάλη πορωσιµότητα και η 

κατανοµή των πόρων τους είναι συνήθως οµοιόµορφη.  Στο εσωτερικό των πόρων 

των υλικών αυτών είναι δυνατό να ακινητοποιηθούν βιολογικά µόρια.  ∆ιάφορα 

νανοπορώδη πυριτικά υποστρώµατα όπως τα MCM-41 (διάµετρος πόρων 4nm), 

SBA-15 (διάµετρος πόρων 5-13 nm) και MCF (διάµετρος πόρων 15–40 nm) έχουν 

χρησιµοποιηθεί για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση ενζύµων.  Η 

ακινητοποίηση του ενζύµου πραγµατοποιείται συνήθως µέσω απλής προσρόφησης 

στο εσωτερικό των πόρων των πυριτικών υποστρωµάτων25,26,27.  Η σταθερότητα των 

ακινητοποιηµένων ενζύµων εξαρτάται από το µέγεθος των πόρων των πυριτικών 

υποστρωµάτων αλλά και από το φορτίο στην επιφάνεια τους.  Κατά την 

ακινητοποίηση του ενζύµου HRP (Horse Radish Peroxidase) σε διάφορα πυριτικά 

υποστρώµατα µε διαφορετικό µέγεθος πόρων, η µεγαλύτερη δραστικότητα ενζύµου 

παρατηρήθηκε στο υπόστρωµα εκείνο που το µέγεθος των πόρων του ήταν παρόµοιο 

µε το µέγεθος του ενζύµου28.  Επίσης όταν το φορτίο στην επιφάνεια των υλικών 

είναι αντίθετο µε το φορτίο στην επιφάνεια των ενζύµων, τα ενζυµικά µόρια 

σταθεροποιούνται περισσότερο λόγω της αλληλεπίδρασης των ετερώνυµων 

φορτίων26,28,29.  Εκτός από την προσρόφηση και η οµοιοπολική δέσµευση των 

ενζύµων στο εσωτερικό των πόρων, και µάλιστα η δέσµευση του ίδιου ενζυµικού 

µορίου σε περισσότερα από ένα σηµεία στην επιφάνεια των πυριτκών υποστρωµάτων 

έχει βρεθεί ότι αυξάνει τη σταθερότητα των ενζύµων30,31.  Εκτός από τα πυριτικά 

υποστρώµατα διάφορα νανοπορώδη ανθρακικά υποστρώµατα έχει αποδειχτεί ότι 

αποτελούν κατάλληλα υλικά για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση ενζύµων.  

Ένα από αυτά είναι και ο πορώδης αγώγιµος άνθρακας που οι διαστάσεις των πόρων 

του είναι είτε 100-300nm είτε µικρότεροι των 70 nm όπως προκύπτει από πειράµατα 
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ηλεκτρονικής µικροσκοπίας σάρωσης (Scanning Electron Microscopy) (Εικόνα 4).  

Τα διαφορετικά µεγέθη πόρων του άνθρακα επιτρέπουν τη σταθεροποίηση ενζύµων 

διαφόρων µεγεθών.  Πράγµατι έχει αποδειχτεί ότι σταθερά ένζυµα, όπως η οξειδάση 

της γλυκόζης32 αλλά και σχετικά ασταθή ένζυµα όπως η οξειδάση του πυρουβικού13, 

η οξειδάση του γαλακτικού32,33 και η ακετυλχολινεστεράση34,35 παρουσιάζουν µεγάλη 

σταθερότητα στους πόρους του άνθρακα.  Εκτός από τον πορώδη άνθρακα και άλλα 

νανοπορώδη ανθρακικά υλικά όπως ο ενεργοποιηµένος υαλώδης άνθρακας36, τα 

φουλερένια37 και οι νανοσωλήνες άνθρακα38,39,40 έχουν χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία 

για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση ενζύµων.  Παράλληλα νανοπορώδη υλικά 

από χρυσό 41 και αργίλιο42 έχουν χρησιµοποιηθεί για την ακινητοποίηση πρωτεϊνών. 

 

Εικόνα 4.  SEM µικροφωτογραφίες Α) της επιφάνειας του άνθρακα και Β) ενός πόρου του 

άνθρακα.  Οι παύλες αντιστοιχούν σε µήκος 100µm και 10µm αντίστοιχα. 

 

Πρόσφατα δηµιουργήθηκαν µαθηµατικά µοντέλα ώστε να µελετηθεί θεωρητικά η 

αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών µε τα υλικά ακινητοποίησης.  Η ανάπτυξη των 

θεωρητικών αυτών µοντέλων θεωρείται ότι µπορεί να συµβάλλει σηµαντικά στην 

καλύτερη κατανόηση του µηχανισµού σταθεροποίησης και άρα στην ανάπτυξη µίας 

καθολικής διαδικασίας ακινητοποίησης και σταθεροποίησης.  
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4.  ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΟΝΤΕΛΟ ΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗΣ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ 

Οι Zhou et. al. το 2001 ανέπτυξαν ένα θεωρητικό µοντέλο1, που σχετίζεται µε τη 

σταθεροποίηση των πρωτεϊνών κατά τον εγκλωβισµό τους σε κελιά µικρών 

διαστάσεων.  Το µοντέλο αυτό βασίστηκε στο γεγονός ότι οι δυνάµεις αναδίπλωσης 

των πρωτεϊνών όταν βρίσκονται ελεύθερες σε διάλυµα διαφέρουν από τις αντίστοιχες 

δυνάµεις αναδίπλωσης κατά τον εγκλωβισµό τους σε περιορισµένους χώρους.  

Συγκεκριµένα σε κελιά µικρών διαστάσεων δεν ευνοούνται θερµοδυναµικά οι 

αποδιαταγµένες διαµορφώσεις της πρωτεϊνικής αλυσίδας και εποµένως η χαλάρωση 

της τριτοταγούς δοµής της πρωτεΐνης.  Αυτό έχει ως αποτέλεσµα η πρωτεΐνη να 

σταθεροποιείται στην ενεργή της φυσιολογική δοµή, που είναι πιο συµπαγής και 

καταλαµβάνει µικρότερο χώρο. 
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Εικόνα 1.  Μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας αναδίπλωσης των πρωτεϊνών συναρτήσει του 

µεγέθους των κελιών στα οποία έχουν εγκλωβιστεί.  Οι δύο πάνω καµπύλες είναι για κυβικά 

κελιά ενώ οι δύο κάτω για σφαιρικά. Το µέγεθος των πρωτεϊνών είναι (          ) 100 κατάλοιπα 

και (          ) 200 κατάλοιπα. 
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Θεωρώντας ότι µία πρωτεΐνη στην αποδιαταγµένη της µορφή είναι µία τυχαία 

Gaussian αλυσίδα, οι Zhou et. al. µελέτησαν τη σταθεροποίηση των πρωτεϊνών κατά 

τον εγκλωβισµό τους σε κελιά διαφόρων µεγεθών και σχηµάτων.  Σε κάθε περίπτωση 

υπολογίστηκε η ελεύθερη ενέργεια αναδίπλωσης των πρωτεϊνών (∆∆G kB
-1T-1) σε 

συνάρτηση µε το µέγεθος-διάµετρο των κελιών που έχουν εγκλωβιστεί (d/2a), όπου 

kB είναι η σταθερά Boltzmann, Τ η απόλυτη θερµοκρασία, d η διάµετρος του κελιού, 

aN η ακτίνα της ενεργής µορφής της πρωτεΐνης (a = 3.73Ν1/3) και Ν ο αριθµός των 

καταλοίπων της πρωτεΐνης.  Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν από τους 

υπολογισµούς συνοψίζονται στην Εικόνα 1.  Η ελεύθερη ενέργεια αναδίπλωσης των 

πρωτεϊνών εµφανίζει ελάχιστη τιµή, όταν το µέγεθος των κελιών είναι παρόµοιο µε 

το µέγεθος των πρωτεϊνών.  Παράλληλα στην περιοχή εκείνη του γραφήµατος που 

αντιστοιχεί σε πολύ µικρές διαµέτρους κελιών, η ελεύθερη ενέργεια αναδίπλωσης 

των πρωτεϊνών είναι πολύ µικρότερη στα σφαιρικά κελιά σε σύγκριση µε τα κυβικά 

κελιά.  Τέλος αύξηση του αριθµού των καταλοίπων των πρωτεϊνών συνοδεύεται από 

µείωση της ελεύθερης ενέργειας αναδίπλωσής τους τόσο στα σφαιρικά όσο και στα 

κυβικά κελιά.  Η µεταβολή της ελεύθερης ενέργειας αναδίπλωσης σε συνάρτηση µε 

το µήκος της πολυπεπτιδικής αλυσίδας φαίνεται πολύ καλύτερα στην Εικόνα 2.  

∆ιαπιστώνεται ότι η σταθεροποίηση πρωτεϊνών σε κυβικά, σφαιρικά και κυλινδρικά 

κελιά σταθερού όγκου της τάξης των 175nm3, εξαρτάται από το µήκος της 

πολυπεπτιδικής αλυσίδας.  Το εύρος του µεγέθους των πρωτεϊνών που µπορούν να 

σταθεροποιηθούν σε σφαιρικά κελιά είναι πολύ µεγαλύτερο από το αντίστοιχο σε 

κυβικά και κυλινδρικά κελιά καθώς οι σφαιρικές πρωτεΐνες προσαρµόζονται πολύ 

καλύτερα στο εσωτερικό σφαιρικών κελιών.   

Από τους παραπάνω θεωρητικούς υπολογισµούς αποδεικνύεται ότι µέγιστη 

σταθεροποίηση των πρωτεϊνών επιτυγχάνεται κατά την ακινητοποίηση τους σε 

σφαιρικά κελιά µε µέγεθος περίπου 2-6 φορές µεγαλύτερο από αυτό της πρωτεΐνης.  

Σύµφωνα πάντα µε τους υπολογισµούς αυτούς και λαµβάνοντας υπόψιν ότι το 

µέγεθος µίας ενυδατωµένης πρωτεΐνης µεσαίου µεγέθους κυµαίνεται γύρω στα 7nm 

αναµένεται ότι υλικά µε διάµετρο πόρων της τάξης των 10-100nm θα είναι ιδανικά 

για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση πρωτεϊνικών µορίων.   
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Εικόνα 2.  Μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας αναδίπλωσης των πρωτεϊνών συναρτήσει του 

µήκους της πολυπεπτιδικής αλυσίδας σε κυβικά, κυλινδρικά και σφαιρικά κελιά.  Οι 

διαστάσεις των κελιών είναι, 5.59x5.59nm για τον κύβο, 6.09x6.09nm για τον κύλινδρο και 

6.94nm για τη σφαίρα.  Όλα τα κελιά έχουν σταθερό όγκο 175nm3. 

Το παραπάνω µοντέλο επιβεβαιώθηκε από µεταγενέστερο µοντέλο το οποίο µελέτησε 

µία συγκεκριµένη περιοχή της πρωτεΐνης G, 16 αµινοξέων.  Μελετήθηκε ο ρυθµός µε 

τον οποίο το πεπτίδιο έχοντας αρχικά τυχαία διαµόρφωση σχηµατίζει δοµή β-

στροφής στο εσωτερικό σφαιρικών κοιλοτήτων διαφορετικής ακτίνας2.  Σύµφωνα µε 

το µοντέλο αυτό η β-στροφή σταθεροποιείται καλύτερα µέσα σε κοιλότητες εξαιτίας 

της µείωσης της εντροπίας της αποδιαταγµένης της µορφής.  Ο ρυθµός σχηµατισµού  

της β-στροφής µέσα στις σφαιρικές κοιλότητες είναι µεγαλύτερος σε σύγκριση µε τον 

αντίστοιχο ρυθµό σε διάλυµα.  Όταν το µέγεθος των κοιλοτήτων είναι 1.5 φορές 

µεγαλύτερο από το µέγεθος της β-στροφής, ο ρυθµός σχηµατισµού της γίνεται 

µέγιστος.  Ακόµη και όταν οι κοιλότητες είναι 10 φορές µεγαλύτερες σε µέγεθος από 

την β-στροφή ο ρυθµός σχηµατισµού της β-στροφής είναι µεγαλύτερος από ότι στο 

διάλυµα.  Προτείνεται εποµένως και πάλι ότι οι σφαιρικές κοιλότητες µε µέγεθος 

περίπου 1.5-10 φορές µεγαλύτερο από αυτό της πρωτεΐνης ευνοούν τη 

σταθεροποίηση των πρωτεϊνικών µορίων. 

cube 

capped cylinder 

sphere 
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Οι Takagi et al. το 2003 µελέτησαν την αναδίπλωση των πρωτεϊνών σε κελιά που 

µοιάζουν µε τις τσαπερόνες (chaperone)3.  Οι τσαπερόνες είναι πρωτεΐνες που 

σχηµατίζουν µία δοµή κλουβιού στο εσωτερικό τους και έχουν την ιδιότητα να 

εγκλωβίζουν και να αναδιαµορφώνουν τη δοµή πρωτεϊνών που έχουν αποδιαταχτεί.  

∆ιαπίστωσαν και αυτοί µε τη σειρά τους ότι οι πρωτεΐνες σταθεροποιούνται καλύτερα 

σε κελιά που έχουν παρόµοιο µέγεθος µε αυτό των πρωτεϊνών.  Η σταθεροποίηση 

αυτή βρέθηκε ότι συνδέεται και µε την αύξηση των θερµοκρασιών αναδίπλωσης της 

πρωτεΐνης στο εσωτερικό των κελιών.  Στην Εικόνα 3 παρουσιάζεται το διάγραµµα 

φάσεων των πρωτεϊνών σε συνάρτηση µε τη θερµοκρασία και το µέγεθος των 

σφαιρικών κελιών στα οποία έχουν εγκλωβιστεί όπως προέκυψε µετά από µελέτες 

των Thirumalai et al4. 

 
Εικόνα 3.  Σχηµατικό διάγραµµα φάσεων των πρωτεϊνών σε συνάρτηση µε τη θερµοκρασία 

και το µέγεθος των σφαιρικών κελιών στα οποία έχουν εγκλωβιστεί. 

Όταν το µήκος του κελιού L είναι µεγαλύτερο από Ν3/5b (Ν είναι ο αριθµός των 

αµινοξέων της πρωτεΐνης και b είναι το µέγεθος του µονοµερούς) εµφανίζονται η 

ενεργή και η αποδιαταγµένη µορφή της πρωτεϊνικής αλυσίδας.  Όταν Ν1/3b < L < 

Ν3/5b η ενεργή µορφή της πρωτεΐνης παραµένει ενώ ο περιορισµός στο εσωτερικό του 

κελιού προκαλεί την κατάρευση της αποδιαταγµένης πολυπεπτιδικής αλυσίδας.  Η 

έντονη µαύρη γραµµή αναπαριστά τη µετάβαση φάσεων από την ενεργή στην 
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αποδιαταγµένη µορφή της πρωτεΐνης.  Όταν το µήκος του κελιού L γίνεται µικρότερο 

από Ν1/3b τότε οι πρωτεΐνες χάνουν την ενεργή τους διαµόρφωση και σε υψηλές 

θερµοκρασίες υπερτερεί η εύκαµπτη δοµή τους ενώ σε χαµηλές θερµοκρασίες η 

άκαµπτη δοµή τους.  Παράλληλα από το γράφηµα προκύπτει ότι µείωση του µήκους 

του κελιού συνοδεύεται από αύξηση της θερµικής σταθερότητας των πρωτεϊνών.  

 

Εικόνα 4.  Μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας σταθεροποίησης µίας πρωτεΐνης 67 

αµινοξέων σε συνάρτηση µε το λόγο της εσωτερικής διαµέτρου του µικυλίου (dp) προς τη 

διάµετρο της πρωτεΐνης (drm).   

Τέλος εξετάστηκε η ακινητοποίηση µίας µετασταθούς πρωτεΐνης στο εσωτερικό 

υδατικό περιβάλλον αντίστροφων µικκυλίων (reverse micelle)5.  Η αποδιαταγµένη 

µορφή της πρωτεΐνης θεωρείται ως µία τυχαία συνάρτηση Gaussian ενώ η ενεργή 

µορφή της ως µία σφαίρα.  Σε απόλυτη συµφωνία µε το µοντέλο των Zhou et al. 

βρέθηκε ότι ασταθείς πρωτεΐνες που εισέρχονται στο εσωτερικό των µικκυλίων 

αναδιπλώνονται αποκτώντας την ενερφή τους µορφή.  Στην Εικόνα 4 παρουσιάζεται 

η ελεύθερη ενέργεια σταθεροποίησης µίας πρωτεΐνης 67 αµινοξέων σε συνάρτηση µε 

το λόγο της εσωτερικής διαµέτρου του µικκυλίου (dp) προς τη διάµετρο της 

πρωτεΐνης (drm).  Είναι εµφανές ότι όταν η διάµετρος του µικυλίου προσεγγίζει τη 

διάµετρο της πρωτεΐνης η ελεύθερη ενέργεια σταθεροποίησης µειώνεται µε 

αποτέλεσµα τη µεγαλύτερη σταθεροποίηση της πρωτεΐνης. 
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Οι παραπάνω θεωρητικοί υπολογισµοί είναι αρκετά απλοποιηµένοι και παρέχουν 

περισσότερο ποιοτικές πληροφορίες όσον αφορά τη σταθεροποίηση πρωτεϊνών σε 

κελιά µικρών διαστάσεων.  Είναι εποµένως αρκετά δύσκολο να συγκριθούν άµεσα οι 

θεωρητικοί αυτοί υπολογισµοί µε πειραµατικά αποτελέσµατα.  Ωστόσο ήδη έχουν 

αρχίσει να εµφανίζονται στη βιβλιογραφία πειραµατικά δεδοµένα τα οποία ενισχύουν 

τη θεωρία της σταθεροποίησης πρωτεϊνών σε κελιά µικρών διαστάσεων. 

Αρχικά οι Kumar et al. διαπίστωσαν ότι κατά την εισαγωγή πρωτεϊνών σε στρώµατα 

α-φωσφορικού ζιρκονίου (galleries of layered α-zirconium phosphate) (α-ΖrP), η 

απόσταση µεταξύ των στρωµάτων συσχετίζεται άµεσα µε τη µέση διάµετρο των 

πρωτεϊνών6.  Οι πρωτεΐνες διατήρησαν την ενεργότητά τους στα στρώµατα α-ΖrP και 

σε ορισµένες περιπτώσεις παρατηρήθηκε µικρή αύξηση της ενεργότητας τους.  

Επίσης oι Egger και Valentine εξέτασαν την ακινητοποίηση πρωτεϊνών σε πηκτή 

πυριτίου (sol gel)7.  Επιβεβαιώθηκε ότι όταν το µέγεθος των πόρων της πηκτής 

πυριτίου είναι παρόµοιο µε το µέγεθος των πρωτεϊνών επιτυγχάνεται καλύτερη 

σταθεροποίηση των πρωτεϊνών.  Μάλιστα κατά την ακινητοποίηση της λυσοζύµης, 

της a-λακταλβουµίνης και της µυοσφαιρίνης στα υποστρώµατα αυτά παρατηρήθηκε 

αύξηση της θερµικής σταθερότητας των πρωτεϊνών.  Συγκεκριµένα η ακινητοποίηση 

της a-λακταλβουµίνης στην πηκτή πυριτίου είχε ως αποτέλεσµα την αύξηση της 

θερµοκρασίας τήξης της πρωτεΐνης κατά 30 οC.  Η εισαγωγή λειτουργικών οµάδων 

όπως καρβοξυλοµάδων στην επιφάνεια των πόρων πυριτικών υποστρωµάτων 

συνέβαλε στην ενθυλάκωση µεγαλύτερης ποσότητας οργανοφωσφορικής υδρολάσης 

(organophosphorus hydrolase) αλλά και σε αυξηµένη δραστικότητα του ενζύµου8.  

Παράλληλα κατά την ακινητοποίηση της Ριβονουκλεάσης Α (RNA A) σε 

µεσοπορώδη πυριτικά υποστρώµατα µε µέγεθος πόρων παρόµοιο µε αυτό της 

πρωτεΐνης βρέθηκε ότι η αυξηµένη σταθερότητα της πρωτεΐνης οφείλεται τόσο στον 

εγκλωβισµό της στους πόρους του υποστρώµατος όσο και στην αυξηµένη ενυδάτωση 

της πρωτεΐνης στο εσωτερικό των πόρων9.  Επίσης το κυτόχρωµα c (Cyt c) 

αποδείχτηκε ότι εµφανίζει µέγιστη δραστικότητα στα µεσοπορώδη αλουµινοπυριτικά 

υποστρώµατα τα οποία συγκρατούν την πρωτεΐνη σε περιορισµένο χώρο, 

παρεµποδίζοντας την αποδιάταξή της και τη µη αντιστρεπτή αποδιάταξή της10.  Τέλος 

βρέθηκε ότι η πρωτεΐνη ουβικουϊτίνη (ubiquitin) διατηρεί πλήρως την ενεργή της 

µορφή στο υδατικό περιβάλλον εντός των αντίστροφων µικκυλίων λόγω του 

εγκλωβισµού της πρωτεΐνης σε περιορισµένο χώρο11. 
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Αυτά είναι τα βασικότερα πειραµατικά δεδοµένα που έχουν προκύψει µέχρι σήµερα 

όσον αφορά τον περιορισµό πρωτεϊνών σε κελιά µικρών διαστάσεων.  Περαιτέρω 

µελέτες απαιτούνται ώστε να αποδειχτεί ότι αναµφίβολα τα νανοπορώδη υλικά είναι 

τα πλέον αξιόπιστα για τη σταθεροποίηση ενζύµων και την ανάπτυξη βιοαισθητήρων.  

Το µέγεθος και το σχήµα των κελιών καθώς και ο τύπος και η πληθώρα των 

δραστικών οµάδων στο εσωτερικό των κελιών είναι ορισµένες από τις παραµέτρους 

που απαιτείται να µελετηθούν ώστε να εξασφαλιστεί το απαραίτητο πειραµατικό 

υπόβαθρο που θα µπορεί να βρει εφαρµογή µελλοντικά σε συστήµατα 

βιοαισθητήρων.  
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5.  ΣYΣΧΕΤΙΣΗ ΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗΣ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ 

ΑΚΕΤΥΛΟΧΟΛΙΝΕΣΤΕΡΑΣΗ, ΟΞΕΙ∆ΑΣΗ ΤΗΣ ΓΛΥΚΟΖΗΣ 

ΚΑΙ ΥΠΕΡΟΞΕΙ∆ΑΣΗ HORSERADISH ΣΕ ΝΑΝΟΠΟΡΩ∆Η 

ΠΥΡΙΤΙΚΑ ΚΑΙ ΠΟΛΥΜΕΡΙΚΑ ΥΛΙΚΑ 

 

5.1  Φυσικά Χαρακτηριστικά Πυριτικών και Πολυµερικών Υλικών 

Τα πορώδη πυριτικά και πολυµερικά υποστρώµατα χρησιµοποιούνται ευρέως τα 

τελευταία χρόνια ως προσροφητικά υλικά, καταλύτες και βιοενεργές επιφάνειες.  

Ανάλογα µε το µέγεθος των πόρων τους τα υλικά αυτά διακρίνονται σε µικροπορώδη 

µε διάµετρο πόρων µικρότερη των 2.0 nm, µακροπορώδη µε διάµετρο που ξεπερνά 

τα 50 nm και µεσοπορώδη µε ενδιάµεση διάµετρο πόρων µεταξύ 2.0 και 50.0 nm.  Η 

εξέλιξη στον τοµέα της σύνθεσης υλικών παρέχει τη δυνατότητα ρύθµισης του 

µεγέθους των πόρων και της πορωσιµότητας των πυριτικών και πολυµερικών 

υποστρωµάτων.  Όσο πιο µικρό είναι το µέγεθος των πόρων τόσο πιο µεγάλη είναι η 

ενεργός επιφάνεια του υλικού και εποµένως τόσο πιο δραστικό είναι.  Παράλληλα η 

δυνατότητα τροποποίησης των υλικών αυτών µε την εισαγωγή λειτουργικών οµάδων 

στην επιφάνειά τους οδηγεί σε υποστρώµατα µε επιθυµητές ιδιότητες.   

Επειδή όµως η διάµετρος των πόρων ορισµένων πυριτικών υποστρωµάτων 

προσέγγιζε τη µοριακή διάµετρο των ενζύµων προτάθηκε η ενθυλάκωση ενζύµων 

στα υποστρώµατα αυτά1.  Έτσι σήµερα, πολλά πορώδη πυριτικά και πολυµερικά 

υποστρώµατα έχουν χρησιµοποιηθεί για την ακινητοποίηση πρωτεϊνών και ενζύµων.  

Η ακινητοποίηση πραγµατοποιείται συνήθως µέσω απλής προσρόφησης ή µέσω 

οµοιοπολικής δέσµευσης και συµβάλλει στη σταθεροποίηση των βιολογικών µορίων.  

Πολύ σύντοµα αποδείχτηκε πειραµατικά ότι τόσο το µέγεθος των πόρων των 

πυριτικών υποστρωµάτων όσο και ο χαρακτήρας της επιφάνειας του υλικού παίζουν 

καθοριστικό ρόλο στην επίτευξη βέλτιστης σταθερότητας και ενεργότητας του 

ακινητοποιηµένου ενζύµου.   

Στην εργασία αυτή προκειµένου να µελετηθεί η σταθεροποίηση ενζύµων σε 

νανοπορώδη υλικά και συγκεκριµένα η επίδραση που έχει η διάµετρος των πόρων 

των υλικών ακινητοποίησης στη σταθερότητα των ενζύµων χρησιµοποιούνται δύο 
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νανοπορώδη υποστρώµατα, τα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου και τα 

πορώδη σφαιρίδια πολυστυρενίου διβινυλοβενζολίου (PLRP-S). 

Τα σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου αποτελούν µία πορώδη µορφή του διοξειδίου 

του πυριτίου (SiO2) και σχηµατίζονται ως οµοιόµορφα σωµατίδια σε ποικίλες 

διαµέτρους.  Είναι πολύ υψηλής καθαρότητας υλικά, είναι χηµικά αδρανή και δεν 

είναι τοξικά ή εύφλεκτα.  Παράλληλα εµφανίζουν µεγάλη χηµική σταθερότητα και 

υψηλή µηχανική αντοχή.  Αποτελούνται από ένα ευρύ δίκτυο πόρων που συνδέονται 

µεταξύ τους.  Η διάµετρος των πόρων τους κυµαίνεται από 5 Å έως 3000 Å και είναι 

δυνατό να ρυθµιστεί κατά τη διαδικασία της παρασκευής τους.  Τα σφαιρίδια που 

έχουν µέγεθος πόρων γύρω στα 20 Å είναι γνωστά ως σφαιρίδια στενών πόρων 

(narrow pore ) ενώ τα σφαιρίδια που έχουν µέγεθος πόρων που κυµαίνεται στα 110 Å 

είναι γνωστά ως σφαιρίδια µεγάλων πόρων (wide pore).  Τα πυριτικά υποστρώµατα 

εµφανίζουν πολύ µεγάλη χωρητικότητα προσρόφησης δείγµατος και ανάλογα µε την 

κατανοµή των πόρων που εµφανίζουν χρησιµοποιούνται για την προσρόφηση υγρών 

ή αέριων ουσιών.  ∆ιάφορες ουσίες προσροφούνται στο εσωτερικό των πόρων των 

σφαιριδίων µέσω δυνάµεων Van der Waals, διπόλου-διπόλου ή δεσµών υδρογόνου.  

Η προσροφητική ικανότητά τους είναι τόσο µεγάλη ώστε σε ορισµένες περιπτώσεις 

ανάλογα µε το είδος του πυριτικού υποστρώµατος να µπορούν να προσροφήσουν 

ποσότητα νερού ίση µε 1.2 φορές το βάρος τους. 

 
Εικόνα 1.  ∆οµή πυριτικών υποστρωµάτων. 

Όσον αφορά τη δοµή τους, τα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου 

αποτελούνται από άτοµα πυριτίου συνδεδεµένα µε άτοµα οξυγόνου (Si-O-Si), ενώ 

στην επιφάνεια τους υπάρχουν υδροξυλοµάδες οι οποίες προσδίδουν πολικότητα στα 

πυριτικά υποστρώµατα (Εικόνα 1).  Τυπικές επιφάνειες διοξειδίου του πυριτίου 

περιέχουν περίπου 8µmol/m2 υδροξυλοµάδων.  Υπάρχουν περισσότερες από µία 

τύποι υδροξυλοµάδων στην επιφάνεια των πυριτικών υποστρωµάτων οι οποίες 
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µπορεί να είναι ισχυρά συνδεδεµένες (χηµικά προσροφηµένο νερό) ή ασθενώς 

συνδεδεµένες (φυσικά προσροφηµένο νερό) µε τον πυριτικό σκελετό.  Είναι δυνατό 

να έχουµε µία, δύο ή τρεις υδροξυλοµάδες συνδεδεµένες µε ένα άτοµο πυριτίου του 

πυριτικού σκελετού το οποίο είναι συνδεδεµένο µε τρία, δύο ή ένα άτοµα οξυγόνου.  

Οι σιλανόλες στην επιφάνεια των πυριτικών υποστρωµάτων είναι πλήρως ιονισµένες 

σε διαλύµατα µε pH µεγαλύτερο από 5 (pKa σιλανολών ~ 4 - 5) όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 2.   

 
Εικόνα 2.  Ιονισµός των σιλανολών σε pH µεγαλύτερο από 5. 

Τα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου παρασκευάζονται από άλατα του 

πυριτικού οξέος µε δύο διαφορετικές µεθόδους.  Στην πρώτη µέθοδο ένα άλας του 

πυριτικού οξέος ψεκάζεται και σχηµατίζονται συγκεκριµένου µεγέθους σταγονίδια τα 

οποία ξηραίνονται µε ένα ρεύµα ζεστού αέρα.  Στη δεύτερη µέθοδο το διάλυµα silica 

sol σε µορφή σταγονιδίων (σχηµατίζουν ένα γαλάκτωµα) εισάγεται σε κατάλληλο 

οργανικό διαλύτη και τα σταγονίδια πήζουν.  ∆υστυχώς δεν υπάρχουν πολλές 

πληροφορίες σχετικά µε τη σύνθεση των σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου λόγω 

της µεγάλης εµπορικής εκµετάλλευσης των υλικών αυτών. 

Στη χηµεία τα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου χρησιµοποιούνται ευρέως 

σε διάφορες χρωµατογραφικές τεχνικές ως στατικές φάσεις.  Τα µόρια του διαλύτη 

και των διαλυµένων σωµατιδίων διαχέονται µέσα στο δίκτυο οµοιόµορφων πόρων 

των σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου.  Εξαιτίας της πολικότητας που εµφανίζουν 

τα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου, τα µη πολικά συστατικά εξέρχονται 

από τις χρωµατογραφικές κολώνες πιο γρήγορα από τα πολικά συστατικά.   

Τα πολυµερικά σφαιρίδια που αποτελούνται από διασταυρούµενα συµπολυµερή 

στυρενίου-διβινυλοβενζολίου έχουν άκαµπτη πορώδη δοµή και παρουσιάζουν 

αξιοσηµείωτη χηµική και φυσική σταθερότητα.  Εµφανίζουν µεγάλη αντοχή σε 
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υψηλές πιέσεις (>8,000 psi) και σε υψηλές θερµοκρασίες (ελάχιστη θερµοκρασία σε 

νερό 150οC).  Η πολυµερική φύση των σφαιριδίων εµποδίζει τη διάλυσή τους ενώ 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε όλο το εύρος pH (1-14).  Τα πορώδη πολυµερικά 

σφαιρίδια δεν έχουν δραστικές οµάδες στην επιφάνεια τους, είναι αρκετά υδρόφοβα 

και δεν περιέχουν ιόντα βαρέων µετάλλων.  Η διαδικασία παρασκευής τους είναι 

επαναλήψιµη και στο εµπόριο υπάρχει µία µεγάλη ποικιλία συµπολυµερών 

στυρενίου-διβινυλοβενζολίου µε πόρους διαφόρου µέσου µεγέθους για την πλήρωση 

χρωµατογραφικών στηλών.  Το µέγεθος των πόρων των πολυµερών ελέγχεται µε 

διεύρυνση της διασταύρωσης, δηλαδή µε αύξηση της σχετικής ποσότητας του 

διβινυλο-βενζολίου κατά την παρασκευή του συµπολυµερούς.  Τα πορώδη 

πολυµερικά σφαιρίδια χρησιµοποιούνται ευρέως στη χρωµατογραφία υψηλής 

απόδοσης αντίστροφης φάσης για την ανάλυση και τον καθαρισµό πεπτιδίων και 

πρωτεϊνών.  Η ευκολία προσέγγισης και η διαπερότητα των βιολογικών µορίων στο 

εσωτερικό των πόρων των σφαιριδίων προσδίδει υψηλή σταθερότητα στα βιοµόρια.   

 
Εικόνα 3.  ∆οµή συµπολυµερούς στυρενίου διβινυλοβενζολίου. 

Επίσης λόγω της χηµικής αδράνειας του υλικού δεν παρατηρείται επιµόλυνση των 

δειγµάτων.  Τα πολυµερικά σφαιρίδια δεν αλληλεπιδρούν µε τα βασικά αµινοξέα των 

πρωτεϊνών (λυσίνη, αργινίνη).  Παράλληλα η δυνατότητα χρησιµοποίησης όλου του 

εύρους pH αλλά και όλων των διαλυτών παρέχει µεγάλη επιλεκτικότητα.  Ανάλογα 

µε το µέγεθος των πόρων τους τα πολυµερικά σφαιρίδια χρησιµοποιούνται για την 

ανάλυση διαφορετικών ουσιών.  Τα σφαιρίδια µε διάµετρο πόρων 100 Å είναι 

ιδανικά για την ανάλυση µικρών µορίων, µικρών πεπτιδίων και ολιγονουκλεοτιδίων.  

Τα πολυµερικά σφαιρίδια µε διάµετρο πόρων 300 Å χρησιµοποιούνται για την 

ανάλυση µεγάλων πεπτιδίων και σφαιρικών πρωτεϊνών.  Τέλος τα σφαιρίδια που 
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εµφανίζουν µεγαλύτερες διαµέτρους πόρων (1000-4000 Å) χρησιµοποιούνται για 

µεγάλα βιοµόρια.  

 

5.2  Ενζυµική δράση των Ενζύµων AChE, GOx και HRP 

Στην εργασία αυτή εξετάζεται η σταθεροποίηση τριών διαφορετικών ενζύµων, κατά 

την ακινητοποίηση τους σε πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου και σε πορώδη 

πολυµερικά σφαιρίδια.  Τα ένζυµα που χρησιµοποιούνται είναι η 

Ακετυλοχολινεστεράση από τη µύγα Drosophila melanogaster, η Οξειδάση της 

γλυκόζης από το µικροοργανισµό Aspergillus niger και η Υπεροξειδάση από το φυτό 

Horseradish.  Η ενζυµική δράση των ενζύµων περιγράφεται παρακάτω. 

 

Ακετυλοχολινεστεράση (AChE) 

Η ακετυλοχολινεστεράση είναι ένα ένζυµο που συµµετέχει στη νευροδιαβίβαση 

καταλύοντας την υδρόλυση του νευροδιαβιβαστή ακετυλοχολίνη2.  Τα µόρια της 

ακετυλοχολίνης συντίθενται στην προσυναπτική µεµβράνη µέσω της µεταφοράς µίας 

ακετυλοµάδας του ακετυλο CoA στη χολίνη και προσλαµβάνονται από τα συναπτικά 

κυστίδια της προσυναπτικής µεµβράνης.  Κατά την άφιξη µίας νευρικής ώσης η 

ακετυλοχολίνη απευλευθερώνεται από τα συναπτικά κυστίδια στη συναπτική σχισµή 

και διαχέεται προς τη µετασυναπτική µεµβράνη όπου δεσµεύεται από ειδικούς 

υποδοχείς (Εικόνα 4).  Η διαδικασία αυτή µεταβάλλει την ιοντική διαπερατότητα της 

µετασυναπτικής µεµβράνης µε αποτέλεσµα να παρατηρείται εκπόλωση της 

µεµβράνης, γεγονός που επιτρέπει τη µετάδοση της ηλεκτρικής διέγερσης κατά µήκος 

της µεµβράνης του δεύτερου νευρικού κυττάρου. Ο ρόλος της 

ακετυλοχολινεστεράσης σε όλη αυτή την πορεία της νευροδιαβίβασης είναι να 

υδρολύει την ακετυλοχολίνη ώστε να αποκαθίσταται η πόλωση της µετασυναπτικής 

µεµβράνης.  Η ακετυλοχολινεστεράση βρίσκεται στη συναπτική σχισµή και είναι 

δεσµευµένη µε ένα πλέγµα κολλαγόνου και γλυκοζαµινογλυκανών που προέρχονται 

από το µετασυναπτικό κύτταρο.  Η ταχύτητα υδρόλυσης της ακετυλοχολίνης από την 

ακετυλοχολινεστεράση είναι πολύ γρήγορη (40µsec) γεγονός που επιτρέπει την 

ταχύτατη επαναφορά της διεγερσιµότητας της µεµβράνης.  
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ακετυλοχολίνη

υποδοχείς 
ακετυλοχολίνης 

 

 
Εικόνα 4.  Σχηµατική παράσταση της χολινεργικής σύναψης. 

Η ακετυλοχολινεστεράση ανήκει στην οικογένεια των α/β υδρολασών και συναντάται 

σε πολλές µορφές όπως είναι η µονοµερής, η διµερής και η τετραµερής.  Η 

κρυσταλλική δοµή του ενζύµου διαφέρει ανάλογα µε την πηγή από όπου προέρχεται.  

Βέβαια όλες οι ακετυλοχολινεστεράσες ανεξάρτητα από το αν προέρχονται από τον 

άνθρωπο, τα ποντίκια3, το ηλεκτρικό ψάρι Torpedo californica4 ή το έντοµο 

Drosophila melanogaster5 εµφανίζουν κάποια κοινά δοµικά χαρακτηριστικά που 

έχουν καθοριστική σηµασία για την καταλυτική δράση του ενζύµου.  Το ενεργό 

κέντρο του ενζύµου αποτελείται από µία τριάδα αµινοξέων (Ser 238, His 440, Glu 

367, στη Drosophila melanogaster) και βρίσκεται στον πυθµένα ενός στενού 

καναλιού που έχει βάθος 20 Å.  Κατά µήκος του καναλιού υπάρχουν αρωµατικά 

υπολείµµατα µε αποτέλεσµα τo κανάλι να είναι στενό στην είσοδο του και να 

πλαταίνει κατά τη διαδροµή προς τον πυθµένα.  Στο βάθος του καναλιού βρίσκεται το 

καταλυτικό κέντρο του ενζύµου ενώ στην είσοδο του βρίσκεται το περιφερειακό 

ανιονικό κέντρο.  Ο ρόλος του ανιονικού κέντρου είναι να διευκολύνει την 

προσέγγιση των υποστρωµάτων στο καταλυτικό κέντρο µέσω ηλεκτροστατικών 

αλληλεπιδράσεων.  Ανάλογα µε την πηγή προέλευσης της ακετυλοχολινεστεράσης 

διαφοροποιούνται τα αµινοξέα του περιφερειακού ανιονικού κέντρου και 

παρατηρείται διαφορετική επιλεκτικότητα του ενζύµου σε διάφορα κατιονικά 

υποστρώµατα6.
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Εικόνα 5.  ∆ιµερής µορφή της ακετυλοχολινεστεράσης.  Η τριάδα των καταλυτικών 

αµινοξέων του ενεργού κέντρου παρουσιάζονται µε κόκκινο. 

Ο µηχανισµός δράσης της ακετυλοχολινεστεράσης µοιάζει σε µεγάλο βαθµό µε το 

µηχανισµό των σερινο-πρωτεασών.  Η σερίνη του ενεργού κέντρου του ενζύµου 

επιτελεί πυρηνόφιλη προσβολή στην καρβονυλική οµάδα της ακετυλοχολίνης και 

σχηµατίζεται ένα οµοιοπολικό ενδιάµεσο ακετυλοενζύµου και απελευθερώνεται η 

χολίνη.  Στη συνέχεια το ακετυλιωµένο ενζυµικό ενδιάµεσο αντιδρά µε νερό και 

αναγεννάται το ελεύθερο ένζυµο µε ταυτόχρονη απελευθέρωση ενός µορίου οξικού 

οξέος όπως φαίνεται παρακάτω: 

O N+

O
acetylcholine

AChE-Ser-OH   + HO N+

choline

AChE-Ser-O-C-CH3   +
O

AChE-Ser-O-C-CH3   +  H2O
O

AChE-Ser-OH   +

O

HO

acetic acid  
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Η ακετυλοχολινεστεράση χρησιµοποιείται στην ιατρική για τη θεραπεία διάφορων 

ασθενειών όπως είναι η Altzheimer.  Παράλληλα η ακετυλοχολινεστεράση 

χρησιµοποιείται για την έµµεση ανίχνευση παρασιτοκτόνων.  ∆ιάφορα 

παρασιτοκτόνα όπως οι οργανοφωσφορικοί και καρβαµοϋλικοί εστέρες αναστέλλουν 

τη δράση του ενζύµου σχηµατίζοντας ένα οµοιοπολικό ενδιάµεσο που υδρολύεται µε 

αργό ρυθµό.  Περαιτέρω αναφορά στη δράση των παρασιτοκτόνων θα 

πραγµατοποιηθεί στο Κεφάλαιο 7. 

 

Οξειδάση της Γλυκόζης (GOx) 

Η οξειδάση της γλυκόζης από το µικροοργανισµό Aspergillus niger είναι µία διµερής 

γλυκοπρωτεΐνη που καταλύει την οξείδωση της D-γλυκόζης µέσω του µοριακού 

οξυγόνου.  Αποτελείται από 580 αµινοξέα, έχει µοριακό βάρος 150 µε 180 kDa και 

πολύ υψηλό ποσοστό υδατανθράκων µαννόζης που κυµαίνεται στα 10-16% του 

µοριακού της βάρους7.  Το µονοµερές του ενζύµου είναι ένα συµπαγές σφαιροειδές 

µε διαστάσεις 60 Å x 52 Å x 37 Å, ενώ οι διαστάσεις της διµερούς µορφής του 

ενζύµου είναι 60 Å x 52 Å x 77 Å.  Η καταλυτική δράση της οξειδάσης της γλυκόζης 

συνδέεται άµεσα µε την παρουσία δύο µορίων φλαβινο-αδενινο-δινουκλεοτιδίου 

(FAD) στη δοµή της.  Αποδέσµευση του FAD από την οξειδάση της γλυκόζης, σε 

συνθήκες που δεν είναι κατάλληλες για το ένζυµο, συµβάλλει στο διαχωρισµό των 

δύο υποµονάδων του ενζύµου και εποµένως στην αποδιάταξή του. 

Η περιοχή πρόσδεσης του υποστρώµατος αποτελείται από οµάδες που προέρχονται 

από διαφορετικές περιοχές της αλληλουχίας αµινοξέων και σχηµατίζουν µία βαθιά 

κοιλότητα.  Η µία πλευρά αυτής της κοιλότητας απαρτίζεται από έξι αντιπαράλληλες 

β-πτυχωτές επιφάνειες, ενώ στην άλλη πλευρά της κοιλότητας, στον πυθµένα 

βρίσκεται το FAD.  Ένα τµήµα της εισόδου του ενεργού κέντρου του ενζύµου 

βρίσκεται στη διεπιφάνεια µεταξύ των δυο υποµονάδων του διµερούς ενζύµου και 

αποτελείται από 20 αµινοξέα που δηµιουργούν ένα καπάκι το οποίο καλύπτει και 

τµήµα της περιοχής πρόσδεσης του FAD.  Σε αυτό το άκρο της σχισµής συνδέονται 

οι δύο υποµονάδες του ενζύµου µε πρόσδεση του υδατανθρακικού τµήµατος στην 

ασπαραγίνη 89.  
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Εικόνα 6.  Προσοµοίωση µοριακής δυναµικής της κρυσταλλικής δοµής της Οξειδάσης της 

γλυκόζης8. 

Ο µηχανισµός της ενζυµικής αντίδρασης της οξειδάσης της γλυκόζης έχει µελετηθεί 

εκτενώς και διαχωρίζεται σε δύο στάδια.  Στο πρώτο στάδιο παρατηρείται η οξείδωση 

του υποστρώµατος µε την επακόλουθη αναγωγή του ενζύµου.  Η D-γλυκόζη 

οξειδώνεται σε δ-γλουκονολακτόνη (δ-gluconolactone) η οποία στη συνέχεια 

υδρολύεται αυθόρµητα σε γλουκονικό οξύ.  Το µόριο FAD του ενζύµου δρα ως 

δέκτης των πρωτονίων και των ηλεκτρονίων του υποστρώµατος και προκύπτει το 

FADH2 (ανηγµένη µορφή του ενζύµου).  Στο δεύτερο στάδιο πραγµατοποιείται 

οξείδωση του ενζύµου µέσω του µοριακού οξυγόνου και τελικά σχηµατίζεται 

υπεροξείδιο του υδρογόνου και αναγεννάται η αρχική µορφή του ενζύµου. 

 

Γλυκόζη + Η2Ο + GOx(FAD)               Γλουκονικό οξύ + GOx(FADH2) 

GOx(FADH2) + O2               GOx(FAD) + Η2Ο2 
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Η οξειδάση της γλυκόζης είναι ένα εξαιρετικά επιλεκτικό ένζυµο καθώς παρουσία 

πολλών µονοσακχαριτών καταλύει επιλεκτικά την οξείδωση της D-γλυκόζης, ενώ οι 

διάφοροι άλλοι µονοσακχαρίτες οξειδώνονται σε πολύ µικρά ποσοστά.  Παράλληλα 

είναι αρκετά σταθερό ένζυµο γεγονός που συνέβαλε στο να θεωρείται ως σύστηµα 

αναφοράς για την ανάπτυξη και αξιολόγηση συστηµάτων που βασίζονται σε ένζυµα.  

Όλα αυτά συνέβαλαν στην ευρεία χρήση του ενζύµου σε διάφορες εµπορικές 

εφαρµογές.  Έτσι για παράδειγµα στη βιοµηχανία χρησιµοποιείται για την παραγωγή 

γλουκονικού οξέος και τη συντήρηση τροφίµων.  Η πιο σηµαντική εφαρµογή όµως 

του ενζύµου είναι στον τοµέα των βιοαισθητήρων όπου χρησιµοποιείται για τον 

ποσοτικό προσδιορισµό της γλυκόζης σε βιολογικά υγρά, σε τρόφιµα κλπ. 

 

Υπεροξειδάση Horseradish (HRP) 

Η Υπεροξειδάση από το φυτό Horseradish (HRP) είναι µία σφαιρική γλυκοπρωτεΐνη 

που αποτελείται από 306 αµινοξέα.  Το µοριακό της βάρος είναι 42kDa από το οποίο 

το πρωτεϊνικό τµήµα καλύπτει µόλις τα 34kDa ενώ το υπόλοιπο προκύπτει από µία 

προσθετική οµάδα αίµης, δύο ιόντα ασβεστίου και ορισµένους πολυσακχαρίτες στην 

επιφάνεια της πρωτεΐνης.  Η δοµή της HRP παρουσιάζεται στην Εικόνα 7.   

Αποτελείται από δύο παρόµοια, καλά καθορισµένα τµήµατα, κάθε ένα από τα οποία 

έχει ένα ιόν ασβεστίου που παρέχει σταθερότητα στη δοµή της πρωτεΐνης και 

καθορίζει τη δραστικότητά της.  Τα δύο αυτά τµήµατα της πρωτεΐνης δηµιουργούν 

µία υδρόφοβη σχισµή στην οποία βρίσκεται η προσθετική οµάδα της αίµης.  Το 

άτοµο του σιδήρου της αίµης είναι δεσµευµένο µε µία ιστιδίνη του ενός τµήµατος της 

πρωτεΐνης.  Η ιστιδίνη αυτή καταλαµβάνει την πέµπτη θέση συναρµογής του σιδήρου 

και ονοµάζεται εγγύς ιστιδίνη.  Στο άλλο τµήµα της πρωτεΐνης υπάρχει µία δεύτερη 

ιστιδίνη που βρίσκεται κοντά στην αίµη αλλά δεν είναι δεσµευµένη σε αυτή και 

ονοµάζεται µακρυνή ιστιδίνη.  

Ο µηχανισµός δράσης της Υπεροξειδάσης Horseradish περιλαµβάνει τα ακόλουθα 

στάδια9: 

 

[αίµη (FeIII)] + H2O2                  [αίµη (O=FeIV)-R+•](ενδιάµεσο I) + H2O                      (1) 

[αίµη (O=FeIV)-R+•](ενδιάµεσο I) + ΑH                 [αίµη (O=FeIV)](ενδιάµεσο ΙI) + Α•        (2) 

[αίµη (O=FeIV)](ενδιάµεσο ΙI) + ΑH                 [αίµη (FeIII)] + Α• + H2O                       (3) 
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[[αίµη (O=FeIV)-R+•](ενδιάµεσο I) + 2e- + H+                [αίµη (FeIII)] + H2O                   (4) 

 

 

Εικόνα 7.  ∆οµή της HRP.  Η οµάδα της αίµης παρουσιάζεται µε µπλε χρώµα, τα δύο ιόντα 

ασβεστίου µε κόκκινο χρώµα, η εγγύς (κάτω) και µακρυνή (πάνω) ιστιδίνη µε κίτρινο χρώµα 

και η µακρυνή αργινίνη µε κυανό χρώµα.  

 

Στο πρώτο στάδιο το υπόστρωµα αλληλεπιδρά µε το ενεργό κέντρο του ενζύµου και 

καταλύεται η διάσπαση του υπεροξειδίου του υδρογόνου.  Η ιστιδίνη Η42 δέχεται 

ένα πρωτόνιο από το υπεροξείδιο του υδρογόνου και η οµάδα ΟΟΗ συναρµόζεται 

στο σίδηρο.  Έτσι παρατηρείται µεταφορά αρνητικού φορτίου από τη µακρυνή 

περιοχή του ενζύµου στην εγγύς.  Στη συνέχεια η εγγύς ιστιδίνη αποπρωτονιώνεται 

και παρατηρείται περίσσεια αρνητικού φορτίου στην εγγύς περιοχή του ενζύµου, ενώ 

δύο θετικά φορτισµένα κατάλοιπα βρίσκονται στην µακρυνή περιοχή.  Η εγγύς 

ιστιδίνη Η 170 ωθεί το ηλεκτρόνιο προς τη µακρυνή περιοχή του ενζύµου ενώ η 
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ιστιδίνη Η42 και η αργινίνη R38 προωθούν αυτή την ώθηση.  Έτσι τελικά στο πρώτο 

στάδιο του µηχανισµού της HRP ένα άτοµο οξυγόνου του υπεροξειδίου µεταφέρεται 

στη Fe(III)-µορφή του ενζύµου (οξείδωση 2e-) και προκύπτει ένα ασταθές ενδιάµεσο 

Ι, ενώ το υπεροξείδιο ανάγεται σε νερό.  Το ασταθές ενδιάµεσο Ι αποτελείται από ένα 

FeIV=O κέντρο και µία π κατιοντική ρίζα πορφυρίνης.  Στη συνέχεια το ενδιάµεσο Ι 

οξειδώνει ένα αναγωγικό µέσο ΑΗ µε αποτέλεσµα να µεταφέρεται ένα ηλεκτρόνιο 

στην π κατιοντική ρίζα πορφυρίνης δίνοντας έτσι τη ρίζα του αναγωγικού και το 

ενδιάµεσο ΙΙ.  Τέλος το ενδιάµεσο ΙΙ ανάγεται από ένα δεύτερο µόριο αναγωγικού 

µέσου και αναγεννάται η αρχική µορφή του ενζύµου µε το Fe(III).   

Όταν ένα ηλεκτρόδιο αντικαθιστά το αναγωγικό µέσο (δότης ηλεκτρονίων) στον 

καταλυτικό κύκλο της HRP, τότε ουσιαστικά παρατηρείται άµεση µεταφορά 

ηλεκτρονίων.  Το ένζυµο που είναι ακινητοποιηµένο στο ηλεκτρόδιο οξειδώνεται από 

το υπεροξείδιο του υδρογόνου (εξίσωση 1) και στη συνέχεια ανάγεται από τα 

ηλεκτρόνια που παρέχει το ηλεκτρόδιο (εξίσωση 4).  Σε ένα αµπεροµετρικό 

βιοαισθητήρα και οι δύο αυτές προσεγγίσεις οδηγούν σε ένα αναγωγικό ρεύµα το 

οποίο συσχετίζεται µε τη συγκέντρωση του υπεροξειδίου του υδρογόνου στο δείγµα.  

Το ρεύµα αυτό προέρχεται από την αναγωγή των ενδιαµέσων Ι και ΙΙ.  Η αναγωγή 

του υπεροξειδίου του υδρογόνου πραγµατοποιείται σε δυναµικά πολύ κοντά στα 

τυπικά δυναµικά των ενδιαµέσων Ι/ΙΙ και ΙΙ/HRP (Fe3+) που έχουν υπολογιστεί ότι 

κυµαίνονται στα 0.63-0.69 V ως προς το κορεσµένο ηλεκτρόδιο καλοµέλανος σε pH 

7.0. 

Από την οικογένεια των υπεροξειδασών που περιέχουν οµάδα αίµης, η Υπεροξειδάση 

Horseradish εµφανίζει µεγαλύτερο εύρος εφαρµογών καθώς διατηρεί τη 

δραστικότητα της σε µεγάλο εύρος τιµών pH και θερµοκρασίας.  Χρησιµοποιείται για 

την ανίχνευση του υπεροξειδίου του υδρογόνου στη βιοµηχανία, σε µελέτες για την 

προστασία του περιβάλλοντος και σε κλινικές αναλύσεις.  Η ανίχνευση του 

υπεροξειδίου του υδρογόνου µε µεγάλη ακρίβεια είναι απαραίτητη καθώς πολύ 

µικρές συγκεντρώσεις του προκαλούν βλάβη στα κύτταρα των θηλαστικών. 

 

5.3  Συσχέτιση Σταθεροποίησης Ενζύµων σε Πορώδη Σφαιρίδια 

Η ακινητοποίηση ενζύµων σε πορώδη υποστρώµατα έχει ευρεία εφαρµογή στην 

ανάπτυξη βιοαισθητήρων.  Αρχικά πειράµατα πραγµατοποιούνται προκειµένου να 
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εξεταστεί η αλληλεπίδραση των ενζύµων µε νανοπορώδη πυριτικά υποστρώµατα.  

Για τη µελέτη αυτή επιλέγεται να χρησιµοποιηθούν πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του 

πυριτίου µε διάµετρο πόρων 10nm και το ένζυµο ακετυλοχολινεστεράση, το οποίο 

παρουσιάζει µεγάλο βιολογικό (παίζει βασικό ρόλο στη νευροδιαβίβαση και 

σχετίζεται µε την ασθένεια Altzheimer) και αναλυτικό ενδιαφέρον (χρησιµοποιείται 

στην ανίχνευση παρασιτοκτόνων µε βιοαισθητήρες).  Πιο συγκεκριµένα επιλέχθηκε 

µια γενετικά τροποποιηµένη ακετυλοχολινεστεράση από Drososphila melanogaster 

(m-AChE) εξαιρετικά ασταθής, ώστε να επιταχυνθούν οι µελέτες σταθερότητας. 

Προκειµένου να µελετηθεί η επίδραση που έχει το µέγεθος των πόρων του υλικού 

ακινητοποίησης στη σταθερότητα των ενζύµων εξετάζονται δύο εµπορικά διαθέσιµα 

νανοπορώδη υποστρώµατα, τα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου και τα 

πορώδη πολυµερικά σφαιρίδια.  Τα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου έχουν 

µέγεθος 60-80 mesh και καθορισµένο µέγεθος πόρων διαµέτρου 10nm.  Τα 

πολυµερικά σφαιρίδια πολυστυρενίου / διβινυλοβενζολίου (polystyrene / 

divinylbenzene) (PLRP-S) έχουν µέγεθος που κυµαίνεται στα 50-70µm ενώ η 

διάµετρος των πόρων τους είναι είτε 10nm είτε 30nm. 

Ακολουθούνται δύο διαφορετικές διαδικασίες-πορείες προκειµένου να επιβεβαιωθεί 

πειραµατικά πόσο σηµαντική είναι η σύζευξη του µεγέθους των ενζυµικών µορίων 

και των πόρων του υλικού ακινητοποίησης για τη σταθεροποίηση των ενζύµων.  

Εξετάζεται η ακινητοποίηση ενζύµων διαφορετικού µεγέθους σε νανο-κοιλότητες 

ίδιας διαµέτρου και η ακινητοποίηση ενός ενζύµου σε νανο-κοιλότητες διαφορετικής 

διαµέτρου (Εικόνα 8). 
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A 

GOx
7.0nm 10nm 4.8nm

HRP

B 

GOx

10nm 30nm 7.0nm

 
 
Εικόνα 8.  Α) Ακινητοποίηση ενζύµων διαφορετικού µεγέθους σε νανο-κοιλότητες ίδιας 

διαµέτρου. Β) Ακινητοποίηση ενός συγκεκριµένου ενζύµου σε νανο-κοιλότητες διαφορετικής 

διαµέτρου. 
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5.3.1  Σταθεροποίηση ΑChE σε Πορώδη Σφαιρίδια ∆ιοξειδίου του Πυριτίου 

Η ακινητοποίηση του ενζύµου ακετυλοχολινεστεράση στα σφαιρίδια διοξειδίου του 

πυριτίου επιτυγχάνεται µε προσθήκη 0.5g/mL σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου σε 

500µL ενζυµικού διαλύµατος m-AChE (3.7 Units /mL).  Η προσρόφηση του ενζύµου 

στα σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου πραγµατοποιείται για 72hr στους +4 οC.  

Ακολουθεί διήθηση του διαλύµατος µε φίλτρα 0.2 µm, διαδοχική έκπλυση των 

σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου µε ρυθµιστικό διάλυµα και ξήρανσή τους σε 

θερµοκρασία δωµατίου.  Τα σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου µε το 

ακινητοποιηµένο ένζυµο φυλάσσονται στους –20 οC, για περαιτέρω χρήση.  

Έλεγχος διαφυγής από τη µεµβράνη 

Ένα από τα βασικά µειονεκτήµατα της προσρόφησης ενζύµων σε πορώδη 

υποστρώµατα είναι η ασθενής δέσµευση του ενζύµου µε αποτέλεσµα τη γρήγορη 

διαφυγή του από το υλικό ακινητοποίησης προς το διάλυµα µέτρησης.  Αυτό 

συµβάλλει στη µείωση της ενεργότητας του ενζύµου στο υλικό ακινητοποίησης και 

εποµένως στη µείωση της ευαισθησίας και του χρόνου ζωής του αντίστοιχου 

βιοαισθητήρα.  Προκειµένου να διαπιστωθεί η ισχύς της ακινητοποίησης του ενζύµου 

στα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου πραγµατοποιείται εξέταση της 

διαφυγής του ενζύµου.  Κατασκευάζονται πολυµερικές µεµβράνες υδροξυ-

αιθυλoκυτταρίνης (ΗΕC) στις οποίες ακινητοποιείται το ένζυµο είτε ελεύθερο, είτε 

προσροφηµένο σε σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου και συγκρίνεται ο ρυθµός 

διαφυγής του ενζύµου στις δύο περιπτώσεις. 

Το πολυµερές HEC παρασκευάζεται σε ποσοστό 3% µε διαλυτοποίηση του σε δις-

απιονισµένο νερό και χρησιµοποιείται 20hr µετά την ανάδευση του σε θερµοκρασία 

δωµατίου ώστε να έχει προχωρήσει επαρκώς ο πολυµερισµός του.  Η παρασκευή των 

µεµβρανών HEC µε ακινητοποιηµένο ένζυµο επιτυγχάνεται µε απλή ανάµιξη του 

πολυµερούς (200µL) µε 50µL διαλύµατος ενζύµου ή µε 50mg σφαιριδίων διοξειδίου 

του πυριτίου µε ακινητοποιηµένο ένζυµο.  Στη συνέχεια το µίγµα εισάγεται σε 

φιαλίδια eppendorff και τοποθετείται για 12hr στους +4 οC προκειµένου να 

πολυµεριστεί πλήρως.  Σε κάθε µεµβράνη η ενεργότητα του ενζύµου υπολογίζεται να 

είναι γύρω στα 4 Units.  Έπειτα οι µεµβράνες εµβαπτίζονται σε 500µL ρυθµιστικού 

διαλύµατος και µετράται η ενζυµική ενεργότητα του υπερκείµενου διαλύµατος σε 

τακτά χρονικά διαστήµατα. 
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Η επί τοις εκατό ενεργότητα του ενζύµου στις µεµβράνες µε το χρόνο παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 9.  Στην περίπτωση που το ένζυµο είναι σταθεροποιηµένο στα πορώδη 

σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου, ο ρυθµός διαφυγής του ενζύµου είναι 0.4 %/hr.  

Έτσι µετά από 48hr πλύσης, µόνο το 27% του ενζύµου έχει διαφύγει προς το 

διάλυµα.  Αντίθετα, στην περίπτωση του ελεύθερου ενζύµου, ο ρυθµός διαφυγής από 

τη µεµβράνη είναι 4.6 %/hr, µε αποτέλεσµα µετά από 48hr να έχει διαφύγει στο 

διάλυµα το 47 % του ενζύµου.  Εποµένως ο ρυθµός διαφυγής του ελεύθερου ενζύµου 

από τη µεµβράνη είναι 11.5 φορές µεγαλύτερος από το ρυθµό διαφυγής του ενζύµου 

που έχει ακινητοποιηθεί στα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου.   
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Εικόνα 9.  Έλεγχος διαφυγής της m-AChE από τη µεµβράνη HEC µε το χρόνο.  

Συγκρίνονται η ελεύθερη m-AChE µε την m-AChE, σταθεροποιηµένη σε πορώδη σφαιρίδια 

διοξειδίου του πυριτίου.  Οι τιµές αποτελούν µέσο όρο τριών µετρήσεων. 

 
Σταθερότητα υπό συνθήκες συνεχούς λειτουργίας 

Η σταθερότητα του ενζύµου στα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου 

µελετάται κατασκευάζοντας τον αντίστοιχο βιοαισθητήρα και εξετάζοντας τη 

σταθερότητά του υπό συνθήκες συνεχούς λειτουργίας.  10µL από το µίγµα του HEC 

µε το ελεύθερο ένζυµο και το µίγµα µε το ένζυµο ακινητοποιηµένο σε πορώδη 

σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου τοποθετούνται στην επιφάνεια ηλεκτροδίων 
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πλατίνας (d. 5.9mm) και αφήνονται σε θερµοκρασία δωµατίου για 24hr για να 

ολοκληρωθεί ο πολυµερισµός.  Οι βιοαισθητήρες εξετάζονται αµπεροµετρικά ως 

προς την ευαισθησία τους στο υπόστρωµα ακετυλοθειοχολινοχλωρίδιο (ATChCl), σε 

θερµοκρασία 25 οC και σε δυναµικό εργασίας 350mV (vs Ag/AgCl).  Κατά την 

ενζυµική αντίδραση η ακετυλοθειοχολίνη υδρολύεται σε θειοχολίνη η οποία στη 

συνέχεια σε χαµηλά δυναµικά οξειδώνεται στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου πλατίνας 

παράγοντας το µετρούµενο αµπεροµετρικό σήµα.  Η ευαισθησία κάθε βιοαισθητήρα 

συσχετίζεται άµεσα και είναι µέτρο της ενεργότητας του ακινητοποιηµένου 

ενζύµου10.   
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Εικόνα 10.  Σταθερότητα του βιοαισθητήρα ελεύθερης m-AChE (□) και σταθεροποιηµένης 

σε πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου m-AChE (○), υπό συνθήκες συνεχούς 

λειτουργίας (+350mV, 25 οC).   

Στην Εικόνα 10, παρουσιάζεται η επί τοις εκατό ενεργότητα των δύο βιοαισθητήρων 

µε το χρόνο.  Η ενεργότητα του βιοαισθητήρα µε την ελεύθερη m-AChE µειώνεται 

δραστικά τις πρώτες 20 ώρες συνεχούς λειτουργίας.  Μετά από 72hr συνεχούς 

λειτουργίας η ενεργότητα του βιοαισθητήρα έχει πλέον µειωθεί στο 15% της αρχικής 

τιµής.  Ο ρυθµός µείωσης της ενεργότητας του βιοαισθητήρα µε την ελεύθερη m-

AChE είναι µεγαλύτερος από το ρυθµό διαφυγής του ενζύµου από τη µεµβράνη, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι λαµβάνει χώρα και απενεργοποίηση της m-AChE στο 
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εσωτερικό της µεµβράνης. Αντίθετα, ο βιοαισθητήρας όπου η m-AChE είναι 

σταθεροποιηµένη σε πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου δεν παρουσιάζει 

µείωση της ενεργότητας του καθ’ όλη τη διάρκεια του πειράµατος.  Μετά από 72hr 

συνεχούς λειτουργίας η ενεργότητα του βιοαισθητήρα είναι 103%.  Η µικρή αύξηση 

της ενεργότητας του βιοαισθητήρα, κατά τις πρώτες ώρες των µετρήσεων είναι ένα 

φαινόµενο που συναντάται συχνά στους βιοαισθητήρες και αποδίδεται σε αλλαγή της 

τριτοταγούς δοµής του ενζύµου µέσα στους πόρους του υλικού ακινητοποίησης11.  

Από τα παραπάνω αποτελέσµατα γίνεται αντιληπτό ότι τα πορώδη σφαιρίδια 

διοξειδίου του πυριτίου είναι κατάλληλα υλικά για τη σταθεροποίηση ενζύµων και 

την ανάπτυξη βιοαισθητήρων. 

Συµπεράσµατα 

Από τα πρώτα αυτά πειράµατα που πραγµατοποιούνται µε πορώδη σφαιρίδια 

διοξειδίου του πυριτίου διαπιστώνεται ότι η ακινητοποίηση ενζύµων σε νανοπορώδη 

υλικά συµβάλλει στη σταθεροποίησή τους.  Το πολύ ευαίσθητο και ασταθές ένζυµο 

m-AChE διατηρεί την ενεργή του µορφή στο εσωτερικό των πόρων των σφαιριδίων 

διοξειδίου του πυριτίου καθώς ο αντίστοιχος βιοαισθητήρας δεν παρουσιάζει µείωση 

της ενεργότητας του µετά από 72hr συνεχούς λειτουργίας.  Παράλληλα η διαφυγή της 

m-AChE από τα σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου στο διάλυµα είναι πάρα πολύ 

µικρή υποδηλώνοντας την ισχυρή συγκράτηση του ενζύµου στο εσωτερικό των 

πόρων των πυριτικών υποστρωµάτων.  Τα αποτελέσµατα που προκύπτουν φαίνεται 

να συµφωνούν µε το θεωρητικό µοντέλο σταθεροποίησης πρωτεϊνών σε σφαιρικές 

κοιλότητες της τάξης των nm.  Οι πρώτες αυτές θετικές ενδείξεις θέτουν τη βάση για 

περαιτέρω διερεύνηση της συσχέτισης µεταξύ του µεγέθους των ενζύµων και των 

πόρων του υλικού ακινητοποίησης για να επιτευχθεί η βέλτιστη σταθεροποίηση των 

ενζυµικών µορίων. 

 

5.3.2  Σταθεροποίηση Ενζύµων ∆ιαφορετικού Μεγέθους σε Νανο-Πορώδη 

Σφαιρίδια ∆ιοξειδίου του Πυριτίου 

Προκειµένου να επιβεβαιωθεί το θεωρητικό µοντέλο σταθεροποίησης πρωτεϊνών, 

κατασκευάζονται δύο βιοαισθητήρες µε πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου 

(διάµετρο πόρων 10nm) µε ένζυµα διαφορετικού µεγέθους.  Συγκεκριµένα 

χρησιµοποιούνται η Υπεροξειδάση HRP (Horse Radish Peroxidase) που αποτελείται 
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από 306 αµινοξέα και έχει διάµετρο περίπου 4.8nm και η Οξειδάση της Γλυκόζης 

(GOx) που αποτελείται από 1166 αµινοξέα και έχει διάµετρο περίπου 7.0nm.  

Σύµφωνα µε το θεωρητικό µοντέλο της σταθεροποίησης πρωτεϊνών η GOx 

αναµένεται να σταθεροποιείται πιο αποτελεσµατικά στα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου 

του πυριτίου σε σύγκριση µε την HRP καθώς το µέγεθος της GOx είναι µεγαλύτερο 

και συγκλίνει περισσότερο µε το µέγεθος των πόρων των σφαιριδίων διοξειδίου του 

πυριτίου.  Στην Εικόνα 11 παρουσιάζεται η γραφική παράσταση της µεταβολής της 

ελεύθερης ενέργειας αναδίπλωσης (∆∆G/KBT) µίας πρωτείνης συναρτήσει του 

µήκους της πρωτεϊνικής αλυσίδας (N κατάλοιπα) κατά τον εγλωβισµό της σε 

σφαιρικές κοιλότητες διαµέτρου 10nm όπως προκύπτει από το θεωρητικό µοντέλο 

των Zhou et al.   
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Εικόνα 11. Μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας αναδίπλωσης των πρωτεϊνών συναρτήσει του 

µήκους της πρωτεϊνικής αλυσίδας κατά τον εγλωβισµό τους σε σφαιρικές κοιλότητες 

διαµέτρου 10nm.  

Η ελεύθερη ενέργεια αναδίπλωσης της πρωτείνης ελαττώνεται µε αύξηση του 

αριθµού των καταλοίπων της πρωτείνης.  Θεωρώντας ότι τα ένζυµα που 

χρησιµοποιούνται σε αυτή την εργασία, η HRP και η GOx, ικανοποιούν τις 

προϋποθέσεις που έχουν θέσει οι Zhou et al. στο µοντέλο τους για τις πρωτείνες, 
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βρίσκεται η αναµενόµενη ελεύθερη ενέργεια αναδίπλωσης της HRP και της GOx 

στους πόρους των 10nm των σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου.  Η ελεύθερη 

ενέγεια αναδίπλωσης της GOx που έχει 1166 αµινοξέα υπολογίζεται θεωρητικά ότι 

θα είναι 75% µικρότερη από αυτή της HRP που έχει 306 αµινοξέα.  Αυτό σηµαίνει 

ότι σύµφωνα µε το θεωρητικό µοντέλο η µεγαλύτερη σε µέγεθος GOx θα 

σταθεροποιείται πιο αποτελεσµατικά στα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου 

σε σύγκριση µε τη µικρότερη σε µέγεθος HRP. 

Κατασκευή GOx και HRP Βιοαισθητήρων µε Πορώδη Σφαιρίδια ∆ιοξειδίου του 

Πυριτίου 

Η σταθεροποίηση της HRP και της GOx σε πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του 

πυριτίου αξιολογείται πειραµατικά εξετάζοντας την ευαισθησία των αντίστοιχων 

βιοαισθητήρων.  Η ακινητοποίηση του ενζύµου στα σφαιρίδια διοξειδίου του 

πυριτίου επιτυγχάνεται µε προσθήκη 0.5g σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου σε 

500µL ενζυµικού διαλύµατος (2500 Units/mL GOx and HRP).  Η προσρόφηση του 

ενζύµου στα σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου πραγµατοποιείται για 24 hr στους +4 
οC.  Ακολουθεί διήθηση του διαλύµατος µε φίλτρα 0.2 µm, διαδοχική έκπλυση των 

σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου µε ρυθµιστικό διάλυµα και ξήρανσή τους σε 

θερµοκρασία δωµατίου.  Στη συνέχεια τα σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου µε το 

προσροφηµένο ένζυµο (HRP ή GOx) ακινητοποιούνται σε ηλεκτρόδιο πλατίνας µε τη 

βοήθεια µίας Nafion µεµβράνης.  Το διάλυµα Nafion (ρητίνη σε 5% διάλυµα 

αλκοολών µικρού µοριακού βάρους µε 15-20% H2O) αραιώνεται µε αιθανόλη 98% 

σε τελική συγκέντρωση 1%, και το pH του διαλύµατος ρυθµίζεται στο 5.5 µε 

NaHCO3.  Τα σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου µε το προσροφηµένο ένζυµο 

αναµιγνύονται µε το διάλυµα Nafion 1% (10mg/mL) και 10µL του τελικού 

διαλύµατος εναποτίθενται στην επιφάνεια ηλεκτροδίου πλατίνας (d = 5.9mm).  Σε 

χρονικό διάστηµα µίας ώρας παρατηρείται πλήρης εξάτµιση του διαλύτη και 

σχηµατίζεται µία λεπτή µεµβράνη στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου.  Τέλος 

πραγµατοποιείται έκπλυση της επιφάνειας του ηλεκτροδίου µε ρυθµιστικό διάλυµα.  

Για λόγους σύγκρισης ακολουθώντας την ίδια διαδικασία κατασκευάζονται HRP και 

GOx βιοαισθητήρες στους οποίους το ένζυµο δεν είναι ακινητοποιηµένο σε πορώδη 

σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου αλλά ελεύθερο στη Nafion µεµβράνη 

(περιεκτικότητα νερού στο διάλυµα nafion/ενζύµου 10%).   
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Σταθερότητα Βιοαισθητήρων υπό συνθήκες συνεχούς λειτουργίας 

Η σταθερότητα των βιοαισθητήρων παρακολουθείται αµπεροµετρικά υπό συνθήκες 

συνεχούς λειτουργίας σε δυναµικό εργασίας +600mV για 70h στους 25 oC.  Μετράται 

η ευαισθησία των HRP και GΟx βιοαισθητήρων στα υποστρώµατα υπεροξείδιο του 

υδρογόνου και D-γλυκόζη αντίστοιχα.  Όπως αναφέρθηκε η ευαισθησία των 

βιοαισθητήρων συσχετίζεται άµεσα µε την ενεργότητα του ακινητοποιηµένου 

ενζύµου.  Η επί τοις εκατό ενεργότητα των HRP και GΟx βιοαισθητήρων σε 

συνάρτηση µε το χρόνο παρουσιάζεται στην Εικόνα 12.   

 

 

 

Εικόνα 12. Σύγκριση της σταθερότητας του ελεύθερου και σταθεροποιηµένου ενζύµου σε 

πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου σε Α) HRP βιοαισθητήρα και Β) GOx 

βιοαισθητήρα κάτω από συνθήκες συνεχούς λειτουργίας (+600mV, 25o C).  

Ο HRP βιοαισθητήρας µε τα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου εµφανίζει 

ενεργότητα 81% µετά από 70h συνεχούς λειτουργίας ενώ η ενεργότητα του 

βιοαισθητήρα µε την ελεύθερη HRP µειώνεται στο 71% µέσα στο ίδιο χρονικό 

διάστηµα.  Ο GOx βιοαισθητήρας µε τα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου 

δεν παρουσιάζει µείωση της ενεργότητας του καθ’ όλη τη διάρκεια του πειράµατος.  

Μάλιστα η αυξηµένη τιµή της ενεργότητάς του (115% µετά από 70h συνεχούς 

λειτουργίας) όπως αναφέρθηκε αποτελεί γνωστό φαινόµενο που αποδίδεται στην 

αλλαγή της τριτοταγούς δοµής του ενζύµου µέσα στους πόρους των σφαιριδίων 

πυριτίου.  Αντίθετα ο βιοαισθητήρας µε την ελεύθερη GOx εµφανίζει ενεργότητα 

60% µετά από 70h συνεχούς λειτουργίας.  Παρατηρείται εποµένως και στις δύο 

περιπτώσεις ότι όταν το ένζυµο είναι σταθεροποιηµένο στα πορώδη σφαιρίδια 



5.  ΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗ ΕΝΖΥΜΩΝ ΣΕ ΝΑΝΟΠΟΡΩ∆Η ΥΛΙΚΑ 69 

πυριτίου οι βιοαισθητήρες εµφανίζουν µεγαλύτερη σταθερότητα σε σύγκριση µε 

αυτούς όπου το ένζυµο είναι ελεύθερο στη Nafion µεµβράνη. 

Η επίδραση που επιφέρει στη σταθερότητα των ενζύµων η ακινητοποίηση τους στα 

πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου φαίνεται πολύ καλύτερα στην Εικόνα 13.  

Στην Εικόνα αυτή απεικονίζεται ο λόγος της σταθερότητας των βιοαισθητήρων µε το 

σταθεροποιηµένο ένζυµο στα σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου προς αυτούς µε το 

ελεύθερο ένζυµο σε συνάρτηση µε το χρόνο.  Όπως προκύπτει από το γράφηµα, ο 

ρυθµός σταθεροποίησης των ενζύµων λόγω της ακινητοποίησης τους στα σφαιρίδια 

διοξειδίου του πυριτίου είναι αρκετά ικανοποιητικός και για τα δύο ένζυµα.  Ωστόσο 

ο ρυθµός σταθεροποίησης του ενζύµου GOx έναντι της HRP είναι πολύ µεγαλύτερος 

(1.7 φορές µεγαλύτερος) όπως άλλωστε αναµενόταν από το θεωρητικό µοντέλο 

καθώς το µέγεθος της GOx ταιριάζει περισσότερο µε το µέγεθος των πόρων των 

σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου. 
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Εικόνα 13.  Ρυθµός σταθεροποίησης των ενζύµων GOx και HRP στα πορώδη σφαιρίδια 

διοξειδίου του πυριτίου σε συνάρτηση µε το χρόνο, όπως προκύπτει από το λόγο της 

σταθερότητας των βιοαισθητήρων µε το σταθεροποιηµένο προς το ελεύθερο ένζυµο. 

Ωστόσο στη µελέτη αυτή δεν υπολογίστηκε η επίδραση της πολικότητας των 

σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου και των επιφανειακών φορτίων των ενζύµων στη 

σταθεροποίηση των ενζύµων στους πόρους των πυριτικών υποστρωµάτων.  Γι’ αυτό 
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το λόγο µία δεύτερη σειρά πειραµάτων πραγµατοποιείται, στην οποία εξετάζεται η 

σταθεροποίηση του ίδιου ενζύµου σε νανο-κοιλότητες διαφορετικής διαµέτρου του 

ίδιου υλικού.  

5.3.3 Σταθεροποίηση Ενζύµου σε Νανο-Πορώδη Πολυµερικά Σφαιρίδια µε 

∆ιαφορετικό Μέγεθος Πόρων 

Για την περαιτέρω επιβεβαίωση το θεωρητικού µοντέλου σταθεροποίησης 

πρωτεϊνών, εξετάζεται η σταθεροποίηση ενζύµων σε πορώδη πολυµερικά σφαιρίδια 

που έχουν πόρους διαµέτρου 10nm και 30nm.  Σύµφωνα µε το θεωρητικό µοντέλο το 

ένζυµο GOx που έχει 1166 αµινοξέα αναµένεται να σταθεροποιείται πιο 

αποτελεσµατικά στα πολυµερικά σφαιρίδια µε διάµετρο πόρων 10nm σε σύγκριση µε 

αυτά που έχουν διάµετρο πόρων 30nm.  Θεωρώντας και πάλι ότι η GOx ικανοποιεί 

τις προϋποθέσεις που έχουν θέσει οι Zhou et al. στο µοντέλο τους για τις πρωτεΐνες, 

υπολογίζεται η µεταβολή της ελεύθερης ενέργειας αναδίπλωσης της GOx (∆∆G kB
-

1T-1) σε συνάρτηση µε το µέγεθος των πόρων του υλικού ακινητοποίησης (d/2aN) 

(όπου d η διάµετρος των πόρων, aN η ακτίνα της ενεργής µορφής της πρωτεΐνης).  
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Εικόνα 14.  Μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας αναδίπλωσης της GOx σε συνάρτηση µε το 

µέγεθος των πόρων του υλικού ακινητοποίησης (d η διάµετρος των πόρων, 2aN η διάµετρος 

της GOx).  
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Όπως φαίνεται στην Εικόνα 14 η ελεύθερη ενέργεια αναδίπλωσης της GOx 

ελαττώνεται µε τη µείωση του µεγέθους των πόρων του υλικού ακινητοποίησης.  

Κατά την ακινητοποίηση της GOx σε πόρους µεγέθους 10nm η ελεύθερη ενέργεια 

αναδίπλωσης του ενζύµου υπολογίζεται ότι είναι 90% µικρότερη από αυτή που θα 

εµφάνιζε σε πόρους µεγέθους 30nm.  Παρόµοια αποτελέσµατα αναµένονται και για 

το ένζυµο ακετυλοχολινεστεράση που έχει περίπου τον ίδιο αριθµό αµινοξέων µε τη 

GOx.  Με βάση τους υπολογισµούς αυτούς εξετάζεται ο ρυθµός διαφυγής και η 

σταθερότητα των ενζύµων στους πόρους των 10nm και 30nm των πολυµερικών 

σφαιριδίων. 

 

Έλεγχος διαφυγής AChE από τα πορώδη πολυµερικά σφαιρίδια 

Κατά τη φυσική προσρόφηση ενζύµων σε πορώδη υλικά ακινητοποίησης 

παρατηρείται διαφυγή του ενζύµου προς τo διάλυµα γεγονός που συµβάλλει στη 

µείωση της ενεργότητας του ενζύµου στο υλικό ακινητοποίησης και στην περαιτέρω 

µείωση της ευαισθησίας και του χρόνου ζωής του αντίστοιχου βιοαισθητήρα.  

Προκειµένου να µελετηθεί κατά πόσο το µέγεθος των πόρων του υλικού 

ακινητοποίησης επηρεάζει τη διαφυγή των ενζυµικών µορίων, η AChE 

ακινητοποιείται σε πορώδη πολυµερικά σφαιρίδια µε διάµετρο πόρων 10nm και 

30nm.  Η ακινητοποίηση επιτυγχάνεται µε προσθήκη 0.5g πολυµερικών σφαιριδίων 

σε 500µL ενζυµικού διαλύµατος (100 OD/mL AChE). Η προσρόφηση 

πραγµατοποιείται για 24hr στους +4οC και ακολουθεί διήθηση του διαλύµατος, 

έκπλυση των σφαιριδίων και ξήρανσή τους σε θερµοκρασία δωµατίου. Με τη µέθοδο 

Ellman προσδιορίζεται ότι η ενεργότητα του ακινητοποιηµένου εζύµου είναι 4.2*10-3 

O.D./mg στα πολυµερικά σφαιρίδια µε διάµετρο πόρων 10nm και 4.0*10-3O.D./mg 

σε αυτά µε διάµετρο πόρων 30nm.  Η διαφυγή του ενζύµου από κάθε δείγµα 

πολυµερικών σφαιριδίων µετράται τοποθετώντας 50mg σφαιριδίων µε 

ακινητοποιηµένο το ένζυµο σε ένα φίλτρο και ενσωµάτωση του φίλτρου σε ένα 

σύστηµα ροής (0.1mL/min ρυθµιστικό διάλυµα).  Το ρυθµιστικό διάλυµα που 

περνάει από το φίλτρο µε τα πολυµερικά σφαιρίδια συλλέγεται και µετράται η 

ενεργότητα του ενζύµου που έχει διαφύγει στο διάλυµα.   

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 15(Α) η ενεργότητα του ενζύµου το οποίο διαφεύγει από 

τα πολυµερικά σφαιρίδια µε διάµετρο πόρων 30nm είναι µεγαλύτερη σε σύγκριση µε 
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αυτή στα 10nm.  Mετά από 48h συνεχούς έκπλυσης η ενεργότητα του ενζύµου στα 

σφαιρίδια των 10nm έχει µειωθεί µόνο κατά 10% ενώ η ενεργότητα του ενζύµου στα 

σφαιρίδια των 30nm κατά 16% (Εικόνα 15(Β)).  Εποµένως η AChE συγκρατείται πιο 

ισχυρά στους πόρους διαµέτρου 10nm έναντι των 30nm των πολυµερικών 

σφαιριδίων, όπως προκύπτει από τον έλεγχο του ρυθµού διαφυγής του ενζύµου προς 

το διάλυµα. 

 

Εικόνα 15.  A) Ενεργότητα του ενζύµου AChE το οποίο διαφεύγει από τα πολυµερικά 

σφαιρίδια µε διάµετρο πόρων 10nm και 30nm σε συνάρτηση µε το χρόνο.  B) Σταθερότητα 

του ενζύµου AChE στα πολυµερικά σφαιρίδια µε διάµετρο πόρων 10nm και 30nm σε 

συνάρτηση µε το χρόνο κατά τον έλεγχο διαφυγής του ενζύµου στο διάλυµα. 

 

Σταθερότητα GOx στα πορώδη πολυµερικά σφαιρίδια υπό συνθήκες συνεχούς 

λειτουργίας 

Η σταθερότητα της GOx στα πορώδη πολυµερικά σφαιρίδια µε διαφορετική διάµετρο 

πόρων εξετάζεται κατασκευάζοντας τους αντίστοιχους βιοαισθητήρες και µετρώντας 

την ευαισθησία τους υπό συνθήκες συνεχούς λειτουργίας για 5 ηµέρες σε δυναµικό 

εργασίας +600mV στους 25 oC.  Η διαδικασία ακινητοποίησης του ενζύµου στα 

πορώδη πολυµερικά σφαιρίδια και κατασκευής των βιοαισθητήρων είναι ίδια µε αυτή 

που ακολουθείται για τα σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου.  Τα πολυµερικά 

σφαιρίδια µε την προσροφηµένη GOx ακινητοποιούνται και πάλι σε ηλεκτρόδια 

πλατίνας µε τη βοήθεια µίας Nafion µεµβράνης.  Η επί τοις εκατό ενεργότητα των 

GΟx βιοαισθητήρων σε συνάρτηση µε το χρόνο παρουσιάζεται στην Εικόνα 16.  

Στην περίπτωση που το ένζυµο είναι ακινητοποιηµένο στα πολυµερικά σφαιρίδια των 
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10nm ο βιοαισθητήρας δεν παρουσιάζει µείωση της ενεργότητας του καθ’ όλη τη 

διάρκεια του πειράµατος.  Η ενεργότητα του βιοαισθητήρα µετά από 5 ηµέρες 

συνεχούς λειτουργίας φτάνει στο 202%, σε σύγκριση µε την αρχική του ενεργότητα.  

Όσον αφορά το βιοαισθητήρα όπου η GOx είναι ακινητοποιηµένη στα πολυµερικά 

σφαιρίδια των 30nm, η ενεργότητα του µειώνεται µόνο κατά 2% µετά από 5 ηµέρες 

συνεχούς λειτουργίας του βιοαισθητήρα.  Από τα αποτελέσµατα αυτά είναι εµφανές 

ότι η GOx σταθεροποιείται ισχυρότερα στα πολυµερικά σφαιρίδια µε τη µικρότερη 

διάµετρο πόρων.  Μάλιστα το ένζυµο είναι κατά 2.1 φορές πιο σταθερό στους πόρους 

µε µέγεθος 10nm έναντι των 30nm.  ∆ιαπιστώνουµε εποµένως για µία ακόµη φορά 

ότι το µέγεθος της κοιλότητας του υλικού ακινητοποίησης είναι καθοριστικό για τη 

σταθεροποίηση των ενζυµικών µορίων στο εσωτερικό τους. 
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Εικόνα 16.  Σύγκριση της σταθερότητας υπό συνθήκες συνεχούς λειτουργίας των 

βιοαισθητήρων GOx µε πολυµερικά σφαιρίδια διαµέτρου πόρων 10nm και 30nm (+600mV, 

25o C).  

 

5.4  Συµπεράσµατα 

Με βάση τα παραπάνω αποτελέσµατα αποδεικνύεται ότι τα νανοπορώδη υλικά είναι 

κατάλληλα για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση ενζύµων και για την ανάπτυξη 
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βιοαισθητήρων µεγάλης σταθερότητας.  Κατά τη µελέτη της σταθερότητας ενζύµων 

διαφορετικού µεγέθους σε σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου µε διάµετρο πόρων 

10nm βρίσκεται ότι το ένζυµο εκείνο που το µέγεθος του προσεγγίζει περισσότερο το 

µέγεθος των πόρων των σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου σταθεροποιείται 

ισχυρότερα.  Παράλληλα κατά την ακινητοποίηση ενζύµων σε πορώδη πολυµερικά 

σφαιρίδια µε διάµετρο πόρων 10nm και 30nm διαπιστώνεται ότι τα συγκεκριµένα 

ένζυµα συγκρατούνται ισχυρότερα και σταθεροποιούνται πιο αποτελεσµατικά στα 

σφαιρίδια µε τη µικρότερη διάµετρο πόρων.  Τα αποτελέσµατα αυτά φαίνεται γενικά 

να συµφωνούν µε το θεωρητικό µοντέλο που περιγράφηκε από τους Zhou et al. για 

µέγιστη σταθεροποίηση πρωτεϊνών σε σφαιρικές κοιλότητες µε διάµετρο 2-6 φορές 

µεγαλύτερη από τη διάµετρο των πρωτεϊνών.  Η συµφωνία αυτή θεωρητικών 

υπολογισµών και πειραµατικών αποτελεσµάτων θέτει τις βάσεις για την εδραίωση 

µίας νέας προσέγγισης όσον αφορά τη σταθεροποίηση ενζύµων σε νανοπορώδη 

υλικά.  Καθιέρωση αυτής της νέας προσέγγισης θα έχει ως αποτέλεσµα την ανάπτυξη 

βιοαισθητήρων µε βελτιωµένα αναλυτικά χαρακτηριστικά. 
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6.  ΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗ GOx ΣΕ ΝΑΝΟ∆ΟΜΕΣ ΑΝΘΡΑΚΑ 

6.1  Νανοδοµές άνθρακα 

Οι ανθρακικές νανοδοµές βρίσκονται στο επίκεντρο της έρευνας τα τελευταία χρόνια.  

Η ανακάλυψη του φουλλερενίου C60 το 1985 από την οµάδα του Smalley1 και των 

νανοσωλήνων άνθρακα (carbon nanotubes) το 1991 από τον Iijima2, άνοιξε νέες 

προοπτικές στη µελέτη των ανθρακικών υλικών.  Παρόλο που οι έρευνες έχουν 

επικεντρωθεί κυρίως στα φουλλερένια και τους νανοσωλήνες άνθρακα, διάφορες 

άλλες ανθρακικές νανοδοµές όπως είναι οι νανοΐνες άνθρακα (carbon 

nanofibers)3,4,5,6,7, οι νανοκώνοι άνθρακα (carbon nanohorns)8,9 και διάφορες 

νανοπορώδεις δοµές10,11 παρουσιάζουν µεγάλο ενδιαφέρον λόγω της παρόµοιας 

συµπεριφοράς τους µε τα φουλλερένια και τους νανοσωλήνες. 

Oι δύο πιο γνωστές αλλοτροπικές µορφές του άνθρακα είναι το διαµάντι και ο 

γραφίτης12 (Εικόνα 1).  Το διαµάντι είναι ένα πολύ σταθερό και άκαµπτο υλικό στο 

οποίο κάθε άτοµο άνθρακα είναι οµοιοπολικά δεσµευµένο µε τέσσερα άλλα άτοµα 

άνθρακα µέσω απλών δεσµών C-C.  Η κρυσταλλική του δοµή προσδίδει στο υλικό 

όλα αυτά τα χαρακτηριστικά που το καθιστούν πολύτιµο.   

 

Εικόνα 1.  ∆οµή δύο αλλοτροπικών µορφών του άνθρακα, Α) ∆ιαµάντι, Β) Γραφίτης. 

Σε αντίθεση µε το διαµάντι, ο γραφίτης είναι µαλακό και εύθραστο υλικό.  Η διαφορά 

αυτή έγκειται στο γεγονός ότι τα άτοµα άνθρακα στο γραφίτη διευθετούνται µε 

διαφορετικό τρόπο.  Κάθε άτοµο άνθρακα µε υβριδισµό sp2 (στο διαµάντι είναι sp3) 

ενώνεται µε τρία άλλα άτοµα άνθρακα τα οποία έχουν επίπεδη τριγωνική γεωµετρία 

µέσω δεσµών C-C και προκύπτουν οργανωµένα εξάγωνα.  Το αδέσµευτο ηλεκτρόνιο 

Β Α 
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από κάθε άτοµο άνθρακα απεντοπίζεται σε όλη τη δοµή µε αποτέλεσµα ο γραφίτης 

να άγει τον ηλεκτρισµό.  Τα φύλλα του γραφίτη πακετάρονται το ένα πάνω στο άλλο 

και ενώνονται µεταξύ τους µέσω ασθενών δυνάµεων Van der Waals.  Ο γραφίτης 

αποτελεί την πιο σταθερή αλλοτροπική µορφή του άνθρακα. 

 

Εικόνα 2.  ∆οµή του Α) φουλλερενίου C60 και των Β) νανοσωλήνων άνθρακα. 

Η τρίτη αλλοτροπική µορφή του άνθρακα είναι τα φουλλερένια (Εικόνα 2Α).  Το πιο 

γνωστό φουλλερένιο είναι το C60 που αποτελείται από 60 άτοµα άνθρακα 

οργανωµένα σε 20 εξάγωνα και 12 πεντάγωνα.  Το φουλλερένιο C60 είναι µεγάλο 

σφαιρικό µόριο που µοιάζει µε µπάλα ποδοσφαίρου και έχει διάµετρο 7.10Å13,14.  

Υπάρχουν βέβαια και φουλλερένια µε µεγαλύτερο µοριακό βάρος όπως είναι τα C70, 

C76, C78, C80 κλπ, που εµφανίζουν διαφορετική γεωµετρική δοµή.  Τα φουλλερένια 

γενικά είναι λιπόφιλα και χηµικά αδρανή µόρια ενώ εµφανίζουν ενδιαφέρουσες 

ηλεκτροχηµικές ιδιότητες15.  Έχουν την ικανότητα να προσλαµβάνουν και να 

αποβάλλουν ηλεκτρόνια και είναι σταθερά σε διάφορες οξειδωτικές και αναγωγικές 

καταστάσεις.  Λόγω των sp2 υβριδισµένων δεσµών τους είναι δυνατό να υποστούν 

µέχρι και έξι αντιστρεπτές αναγωγές ενός ηλεκτρονίου σε δυναµικά µεταξύ -0.61 και 

1.00 V ως προς το πρότυπο ηλεκτρόδιο υδρογόνου (SHE).  Το µεγάλο εύρος 

κανονικών δυναµικών οξειδοαναγωγής που εµφανίζουν, τους επιτρέπει να 

ανταλλάζουν ηλεκτρόνια µε πολλών ειδών ενώσεις16 καθώς και µε βιολογικά µόρια.  

Έτσι για παράδειγµα µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως µεταφορείς ηλεκτρονίων σε 

συστήµατα αµπεροµετρικών βιοαισθητήρων διευκολύνοντας την ανταλλαγή 

ηλεκτρονίων µεταξύ του ενεργού κέντρου των ενζύµων και του ηλεκτροδίου 

εργασίας.  Τα φουλλερένια δεν είναι επιβλαβή για τα βιολογικά µόρια, ενώ το µικρό 

µέγεθος τους επιτρέπει την προσέγγιση τους πολύ κοντά στο ενεργό κέντρο των 

ενζύµων.  Επιπλέον είναι αδιάλυτα στο νερό, γεγονός που διασφαλίζει την παραµονή 

τους στο ενζυµικό στρώµα.  Παράλληλα τα φουλλερένια είναι δυνατό να 

Α Β 
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τροποποιηθούν χηµικά αυξάνοντας έτσι τις πιθανές εφαρµογές τους.  Η χηµική 

τροποποίησή τους αποσκοπεί συνήθως στη µεταβολή των φυσικοχηµικών 

χαρακτηριστικών τους ώστε να είναι πιο ευδιάλυτα στο νερό, να µπορούν να 

δεσµευτούν µε βιολογικά µόρια και να συµµετέχουν πιο εύκολα σε οξειδοαναγωγικές 

αντιδράσεις.  

Μία ακόµη αλλοτροπική µορφή του άνθρακα είναι οι νανοσωλήνες άνθρακα (Εικόνα 

2Β).  Οι νανοσωλήνες αποτελούνται από άτοµα άνθρακα µε υβριδισµό sp2 

οργανωµένα σε εξάγωνα που σχηµατίζουν ένα φύλλο γραφίτη το οποίο 

αναδιπλώνεται και εµφανίζει κυλινδρικό σχήµα.  Οι νανοσωλήνες άνθρακα 

διακρίνονται σε µονο-κυλινδρικούς (Single Wall nanotubes, SWNT) και πολύ-

κυλινδρικούς (Multi Wall Nanotubes, MWNT) ανάλογα µε το αν αποτελούνται από 

ένα µόνο κύλινδρο ή από πολλούς οµόκεντρους κυλίνδρους αντίστοιχα.  Τα πλευρικά 

τοιχώµατα των νανοσωλήνων άνθρακα ενώνονται στα άκρα τους µε πεντάγωνα και 

δηµιουργούνται καπάκια (end caps) που µοιάζουν µε ηµισφαίρια φουλλερενίου µε 

αποτέλεσµα οι νανοσωλήνες να είναι κλειστοί και στα δύο άκρα τους17,18.  Η 

διάµερος των SWNT κυµαίνεται στα 1.4 nm και είναι παρόµοια µε τη διάµετρο του 

φουλλερενίου C60, ενώ αυτή των MWNT είναι της τάξης των 10-20 nm και η 

απόσταση µεταξύ των οµόκεντρων κυλινδρικών τοιχωµάτων είναι περίπου 3.4 Å.  Οι 

νανοσωλήνες άνθρακα εµφανίζουν αντοχή στην ελατότητα εκατό φορές µεγαλύτερη 

από αυτή του ατσαλιού και θερµική αγωγιµότητα πολύ υψηλότερη από αυτή του 

διαµαντιού.  Παράλληλα η ηλεκτρική αγωγιµότητά τους είναι παρόµοια µε αυτή του 

χαλκού αλλά µε τη διαφορά ότι οι νανοσωλήνες αντέχουν σε πολύ υψηλά ρεύµατα 

1012Α/cm2 ενώ ο χαλκός καταρρέει στα 106Α/cm2.  Oι ιδιότητες αυτές των 

νανοσωλήνων τα καθιστούν πολύτιµα υλικά για πολλαπλές εφαρµογές, όπως 

µπαταρίες19, ακίδες σε συστήµατα µικροσκοπίας20, αποθήκευση καυσίµων, ανάπτυξη 

χηµικών αισθητήρων21 και αισθητήρων επαγόµενου πεδίου22,23 κτλ.  Για πρώτη φορά 

οι νανοσωλήνες άνθρακα χρησιµοποιήθηκαν στο εργαστήριο µας για την ανάπτυξη 

ηλεκτροχηµικών βιοαισθητήρων24 µε βάση το γεγονός ότι οι νανοσωλήνες µπορούν 

να χρησιµοποιηθούν παράλληλα ως υποστρώµατα για την ακινητοποίηση βιολογικών 

µορίων αλλά και ως µεταλλάκτες σήµατος.  Έκτοτε έχει προκύψει πληθώρα 

δηµοσιεύσεων που αφορούν τη µελέτη των νανοσωλήνων άνθρακα σε συστήµατα 

βιοαισθητήρων.  Ωστόσο κατά τη σχεδίαση ηλεκτροχηµικών βιοαισθητήρων που 

βασίζονται σε νανοσωλήνες άνθρακα εντοπίζονται διάφορα προβλήµατα.  Ένας 
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περιοριστικός παράγοντας στην ευρεία χρήση των νανοσωλήνων άνθρακα σε 

συστήµατα βιοαισθητήρων είναι ο χαρακτήρας των υλικών αυτών (µεταλλικός ή 

ηµιαγώγιµος) που εξαρτάται από τη χειροµορφία τους και τη διάµετρο τους25.  Η 

αγωγιµότητα των νανοσωλήνων άνθρακα σχετίζεται άµεσα µε το χαρακτήρα τους και 

αυξάνεται µε την οξείδωσή τους.  Ωστόσο η αδυναµία να ρυθµιστούν πλήρως οι 

ηλεκτρικές ιδιότητες των νανοσωλήνων ώστε να προκύψουν δοµές που έχουν µόνο 

µεταλλικό χαρακτήρα έρχεται σε αντίθεση µε την απαίτηση της υψηλής 

αγωγιµότητας των υλικών που χρησιµοποιούνται ως µεταλλάκτες σήµατος σε 

ηλεκτροχηµικούς αισθητήρες.  Πέρα όµως από τη δυνατότητα των νανοσωλήνων 

άνθρακα να λειτουργούν ως µεταλλάκτες σήµατος ακόµη πιο σηµαντική είναι η 

δυνατότητα αλληλεπίδρασης των νανοσωλήνων µε βιολογικά µόρια.  Τα πλευρικά 

τοιχώµατα των νανοσωλήνων άνθρακα δε φέρουν καµία δραστική οµάδα και 

χαρακτηρίζονται από χηµική αδράνεια.  Βιολογικά µόρια µπορούν να 

ακινητοποιηθούν µέσω προσρόφησης ή οµοιοπολικής δέσµευσης µόνο στα ανοιχτά 

άκρα των νανοσωλήνων άνθρακα.  Η ακινητοποίηση βιολογικών µορίων στα 

πλευρικά τοιχώµατα των νανοσωλήνων απαιτεί την οξείδωση τους26 και τη χηµική 

τροποποίησή τους27 που έχει ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία δραστικών οµάδων στην 

επιφάνεια τους (πχ καρβοξυλοµάδων) κατάλληλων για περαιτέρω χηµικές 

αντιδράσεις.  Έτσι η ποσότητα των βιολογικών µορίων που µπορούν να 

ακινητοποιηθούν στους νανοσωλήνες άνθρακα είναι περιορισµένη, µε αποτέλεσµα τα 

αντίστοιχα συστήµατα βιοαισθητήρων να µην εµφανίζουν µεγάλη ευαισθησία και 

σταθερότητα.  Τα µειονεκτήµατα αυτά που εµφανίζουν οι νανοσωλήνες άνθρακα 

φαίνεται να υπερνικώνται µε τη χρήση των νανοϊνών άνθρακα. 

 

6.2  Νανοΐνες άνθρακα 

Οι νανοΐνες άνθρακα είναι κυλινδρικές νανοδοµές που αποτελούνται από διαδοχικά 

φύλλα γραφίτη διατεταγµένα σε διάφορες διαµορφώσεις ως προς τον άξονα της 

νανοΐνας, δίνοντας καλά ταξινοµηµένες δοµές σε µορφή κώνου, κυπέλλου ή 

παράλληλων επιπέδων.  Η διάµετρος των νανοϊνών άνθρακα κυµαίνεται από 5 έως 

200 nm ενώ το µήκος τους είναι στην κλίµακα των µικροµέτρων.  Η µηχανική αντοχή 

και οι ηλεκτρικές ιδιότητες των νανοϊνών άνθρακα είναι παρόµοιες µε αυτές των 

νανοσωλήνων άνθρακα28.  Το µέγεθός τους και η διάταξη των επιπέδων του γραφίτη 
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ρυθµίζονται29 κατά τη διαδικασία παρασκευής τους.  Γενικά η µείωση στη διάµετρο 

τους συµβάλλει στη βελτίωση των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων του υλικού30. 

Οι νανοΐνες άνθρακα παρασκευάζονται συνήθως από τη διάσπαση-αποσύνθεση 

υδρογονανθράκων παρουσία µεταλλικών καταλυτών σε διάφορες θερµοκρασίες.  Ο 

υδρογονάνθρακας προσροφάται στην επιφάνεια ενός µετάλλου και οι συνθήκες που 

επικρατούν ευνοούν τη διάσπαση των δεσµών C-C και τη διάχυση των ατόµων σε 

επιφάνειες µε αποτέλεσµα τη σταδιακή ανάπτυξη των νανοϊνών άνθρακα.  

 
 

 
 
Εικόνα 3.  Εικόνες από Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο ∆ιέλευσης (ΤΕΜ) τριών διαφορετικών 

δοµών νανοϊνών άνθρακα που παρασκευάστηκαν κατά τη διάσπαση-αποσύνθεση 

υδρογονανθράκων παρουσία µεταλλικών καταλυτών και η αντίστοιχη σχηµατική 

αναπαράσταση της δοµής των νανοΐνών άνθρακα. Α) Τα φύλλα γραφίτη έχουν τη µορφή 

ψαροκόκαλου, Β) Τα φύλλα γραφίτη είναι κάθετα ως προς τον άξονα της νανοΐνας και Γ) Τα 

φύλλα γραφίτη είναι παράλληλα ως προς τον άξονα της νανοΐνας.31 

Ο βαθµός της κρυσταλλικής τελειότητας των εναποτιθέµενων ινών εξαρτάται από τη 

φύση του καταλύτη, από το αντιδρών αέριο που χρησιµοποιείται και από τη 

θερµοκρασία.  Ανάλογα µε τον προσανατολισµό των επιφανειών στη διεπιφάνεια του 

µετάλλου µε τον άνθρακα, είναι δυνατό να αναπτυχθούν νανοΐνες που είτε 

αποτελούνται αποκλειστικά από φύλλα γραφίτη ή περιέχουν και µικρές ποσότητες 

άµορφου άνθρακα.  ∆ιάφορα µέταλλα ή συνδυασµός µετάλλων έχουν αξιολογηθεί ως 

καταλύτες για τη σύνθεση νανοϊνών άνθρακα.  Τέτοια µέταλλα είναι ο σίδηρος, το 

Α Β Γ 
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νικέλιο, ο χαλκός καθώς και κράµατα αυτών των µετάλλων.  Το κράµα σιδήρου-

νικελίου έχει αποδειχτεί ότι είναι ο πιο αποτελεσµατικός καταλύτης για την ανάπτυξη 

των νανοϊνών32.  Συνήθως όταν χρησιµοποιούνται κράµατα µετάλλων ως καταλύτες 

προκύπτουν δοµές νανοϊνών άνθρακα που έχουν τη µορφή ψαροκόκαλου (Εικόνα 

3Α). Εκτός από αυτή τη δοµή διακρίνονται και δύο άλλες διαµορφώσεις νανοϊνών 

στις οποίες τα φύλλα γραφίτη είναι κάθετα ή παράλληλα ως προς τον άξονα της 

νανοΐνας (Εικόνα 3Β-Γ).  Οι δοµές αυτές προκύπτουν ανάλογα µε το σχήµα του 

µετάλλου που χρησιµοποιείται για την ανάπτυξη των νανοϊνών άνθρακα.  Το 

ποσοστό των µετάλλων στην τελική δοµή των νανοϊνών άνθρακα είναι µικρότερο 

από 0.4% και είναι δυνατό να αποµακρυνθεί µε κατεργασία µε οξέα ώστε να 

προκύψουν νανοΐνες µεγάλης καθαρότητας. 

 

 

Εικόνα 4.  Σχηµατική αναπαράσταση της ακινητοποίησης του ενζύµου GOx σε νανοΐνες 

άνθρακα και σε µονο-κυλινδρικούς νανοσωλήνες άνθρακα.  Οι νανοΐνες άνθρακα εµφανίζουν 

πολύ περισσότερες δραστικές οµάδες στην επιφάνεια τους. 
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Το πιο αξιοσηµείωτο χαρακτηριστικό των νανοϊνών άνθρακα είναι ότι τα ελεύθερα 

άκρα καθενός από τα φύλλα γραφίτη είναι διαθέσιµα να αλληλεπιδρούν φυσικά ή 

χηµικά µε διάφορες ουσίες.  Η δραστική επιφάνεια αυτών των καλά διατεταγµένων 

δοµών είναι πολύ µεγάλη και κυµαίνεται από 300 έως 700 m2/g.  Σε σύγκριση 

εποµένως µε τους νανοσωλήνες άνθρακα, οι νανοΐνες άνθρακα εµφανίζουν πολύ 

περισσότερες δραστικές οµάδες στην επιφάνειά τους ανά όγκο του υλικού (Εικόνα 4).  

Οι δραστικές οµάδες που περιέχουν οξυγόνο στην επιφάνεια των νανοϊνών άνθρακα 

είναι ιδανικές για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση βιολογικών µορίων στην 

επιφάνεια των νανοϊνών.  Επίσης ο αριθµός και ο τύπος των δραστικών οµάδων στην 

επιφάνεια των νανοϊνών άνθρακα µπορεί να ρυθµιστεί γεγονός που καθιστά δυνατή 

την επιλεκτική ακινητοποίηση και σταθεροποίηση βιολογικών µορίων όπως 

πρωτεϊνών, ενζύµων και DNA στην επιφάνεια τους.  Τέλος οι νανοΐνες άνθρακα 

εµφανίζουν πολύ µεγάλη αγωγιµότητα και είναι ιδανικές για ηλεκτροχηµική 

µετάλλαξη σήµατος.  Τα πλεονεκτήµατα αυτά που εµφανίζουν οι νανοΐνες άνθρακα 

δεν έχουν αξιοποιηθεί µέχρι σήµερα για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση 

ενζύµων και την περαιτέρω ανάπτυξη βιοαισθητήρων.  Στη εργασία αυτή τρεις 

διαφορετικοί τύποι νανοϊνών άνθρακα χρησιµοποιούνται για την ανάπτυξη 

βιοαισθητήρων γλυκόζης.  Οι φυσικοχηµικές ιδιότητες των νανοϊνών άνθρακα και η 

δυνατότητα τους να ακινητοποιούν και να σταθεροποιούν το ένζυµο Οξειδάση της 

γλυκόζης εξετάζεται σε σύγκριση µε αντίστοιχες µελέτες µε µονο-κυλινδρικούς 

νανοσωλήνες άνθρακα και γραφίτη.  Σύµφωνα µε τα παραπάνω οι νανοΐνες άνθρακα 

αναµένεται να οδηγήσουν σε συστήµατα βιοαισθητήρων µε βελτιωµένα αναλυτικά 

χαρακτηριστικά και συγκεκριµένα µε αυξηµένη ευαισθησία και σταθερότητα σε 

σύγκριση µε τους νανοσωλήνες άνθρακα και το γραφίτη.   
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6.3  Μελέτη των Φυσικοχηµικών Ιδιοτήτων των Νανοϊνών Άνθρακα 

Οι νανοΐνες άνθρακα που µελετώνται σε αυτή την εργασία έχουν υποστεί 

διαφορετική θερµική κατεργασία κατά την παρασκευή τους, µε αποτέλεσµα να 

εµφανίζουν διαφορετικά φυσικά χαρακτηριστικά.  Στον Πίνακα 1 συνοψίζονται τα 

φυσικά χαρακτηριστικά των δειγµάτων LHT, HTE και GFE των νανοϊνών άνθρακα.   

Πίνακας 1.  Φυσικά Χαρακτηριστικά Νανοϊνών Άνθρακα 

Νανοΐνες Άνθρακα LHT HTE GFE 

∆ιάµετρος (nm) 70-150 80-150 80-150 

N2 Εµβαδό Επιφάνειας (m2/g) 43 80-100 > 50 

Πυκνότητα (g/cm3) > 1.95 1.98 2.17 

Θερµική Κατεργασία (o C) 1000 1000 3000 

Περιεκτικότητα Μετάλλου (wt. %) < 0.50 < 0.50 < 0.01 

Ηλεκτρική Αντίσταση (Ohm/cm) < 10-3 < 10-3 < 10-3 

 

Οι GFE νανοΐνες άνθρακα έχουν υποστεί θερµική κατεργασία στους 3000 oC 

(κατεργασία γραφίτη-graphitization process).  Η κατεργασία αυτή σε τόσο υψηλή 

θερµοκρασία απουσία οξυγόνου, προκαλεί την αποµάκρυνση-διαβρωτική χηµική 

χάραξη (etching) των εξωτερικών επιφανειακών στρωµάτων των νανοϊνών άνθρακα.  

Έτσι δηµιουργείται µία πριονωτή διαµόρφωση αντιστροφής (“reversing saw-toothed 

type” morphology) και τελικά σχηµατίζονται καλά διατεταγµένες δοµές µε πολύ 

µικρή απόσταση µεταξύ των στρωµάτων γραφίτη28,33,34.  Εξαιτίας αυτής της 

διαδικασίας οι GFE νανοΐνες άνθρακα εµφανίζουν µεγαλύτερη πυκνότητα γραφίτη.  

Τα δύο άλλα δείγµατα νανοϊνών άνθρακα LHT και ΗΤE έχουν υποστεί θερµική 

κατεργασία στους 1000 oC και εµφανίζουν διαφορετικά χαρακτηριστικά επειδή η 

θερµική διαδικασία που εφαρµόζεται σε κάθε δείγµα είναι διαφορετική35.  Όλα τα 

δείγµατα νανοϊνών άνθρακα έχουν παρόµοια πολύ µικρή ηλεκτρική ειδική αντίσταση.  

Παράλληλα η µέση διάµετρος τους είναι 110nm ενώ το µήκος τους κυµαίνεται στην 

τάξη των δεκάδων nm όπως φαίνεται στις εικόνες από Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο 

Σάρωσης (Εικόνα 5). 
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Εικόνα 5.  Εικόνες από Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο Σάρωσης (SEM) των νανοϊνών άνθρακα. 

Α) ΗΤΕ και Β) LHT.  Η µέση διάµετρος των νανοϊνών άνθρακα είναι 110nm ενώ το µήκος 

τους είναι της τάξης των δεκάδων nm. 

Η πούδρα γραφίτη που χρησιµοποιείται σε αυτή την εργασία εµφανίζει µέγεθος 

σωµατιδίων µικρότερο από 0.1mm, ενώ οι µονο-κυλινδρικοί νανοσωλήνες άνθρακα 

έχουν µέση διάµετρο 1.4nm και µήκος που κυµαίνεται από 2.0 έως 5.0µm. 

Θερµοσταθµική Ανάλυση 

Η θερµική αποσύνθεση των ανθρακικών υλικών που χρησιµοποιούνται σε αυτή την 

εργασία µελετάται ώστε να προσδιοριστεί η σταθερότητά τους.  Κατά τη 

θερµοσταθµική ανάλυση κάθε δείγµα θερµαίνεται παρουσία αζώτου µεταξύ 30-1000 
οC µε ρυθµό 10 oC/min.  Τα αποτελέσµατα των θερµοσταθµικών αναλύσεων των 

ανθρακικών υλικών παρουσιάζονται στην Εικόνα 6.  Ο γραφίτης και οι GFE νανοΐνες 

άνθρακα δεν παρουσιάζουν απώλεια βάρους για θερµοκρασίες µέχρι 800 oC ενώ 

καθώς η θερµοκρασία προσεγγίζει τους 1000 oC παρατηρείται πολύ µικρή απώλεια 

βάρους της τάξης του 3%.  Αυτή η απώλεια βάρους κοντά στους 1000 oC µπορεί να 

αποδοθεί στην αποµάκρυνση των οξυγονούχων λειτουργικών οµάδων από την 

επιφάνεια των νανοϊνών άνθρακα36.  Οι LHT νανοΐνες άνθρακα παρουσιάζουν µικρή 

απώλεια βάρους της τάξης των 3% για θερµοκρασίες µέχρι 800 oC και περαιτέρω 

µικρή απώλεια βάρους καθώς η θερµοκρασία προσεγγίζει τους 1000 oC.  Η αρχική 

απώλεια βάρους οφείλεται στην εκρόφηση των µορίων νερού που έχουν 

χηµειοροφηθεί στις LHT νανoΐνες και συγκρατούνται µε χηµικούς δεσµούς 

(chemisorbed water)36.  Οι HΤE νανοΐνες άνθρακα δεν παρουσιάζουν απώλεια 

 A B
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βάρους για θερµοκρασίες µέχρι 700 oC και µικρή απώλεια βάρους καθώς η 

θερµοκρασία προσεγγίζει τους 1000 oC.  H θερµική αποσύνθεση των µονο-

κυλινδρικών νανοσωλήνων άνθρακα ξεκινάει κοντά στους 450 oC και αυξάνεται 

σηµαντικά µε περαιτέρω αύξηση της θερµοκρασίας.  Γίνεται εποµένως αντιληπτό ότι 

οι GFE νανοΐνες άνθρακα είναι πιο ανθεκτικές στη θερµική κατεργασία σε σύγκριση 

µε τις LHT νανοΐνες και τους νανοσωλήνες άνθρακα.   
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Εικόνα 6.  Θερµοσταθµική ανάλυση των GFE, LHT και ΗΤΕ νανοϊνών άνθρακα, του 

γραφίτη και των νανοσωλήνων άνθρακα.   

Χαρακτηρισµός επιφανειακών οµάδων 

Ο ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισµός των δραστικών οµάδων στην επιφάνεια 

των υλικών ακινητοποίησης είναι πολύ σηµαντικός για τη σχεδίαση βιοαισθητήρων, 

καθώς οι οµάδες αυτές είναι υπεύθυνες για την ακινητοποίηση των πρωτεϊνών.  

Ωστόσο ο προσδιορισµός του τύπου και της συγκέντρωσης των δραστικών αυτών 

οµάδων είναι αρκετά δύσκολος.  Για αυτό το λόγο συχνά εξετάζεται η όξινη (Η+) και 

η βασική (ΟΗ-) ρυθµιστική ικανότητα των υλικών αυτών προκειµένου να 

προσδιοριστεί έµµεσα ο τύπος και η συγκέντρωση των επιφανειακών οµάδων12.  Ο 

όξινος χαρακτήρας των υλικών συνδέεται µε την παρουσία λακτονών, καρβοξυλικών 

και φαινολικών οµάδων στην επιφάνεια του υλικού ενώ ο βασικός χαρακτήρας µε την 

παρουσία πυρονών, αιθερικών και καρβονυλικών οµάδων.   
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pH
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Εικόνα 7.  Α) Ποτενσιοµετρικές καµπύλες τιτλοδότησης των νανοδοµών άνθρακα και Β) 

αντίστοιχες καµπύλες της δεύτερης παραγώγου αυτών.  Ένθετο: Μεγέθυνση των καµπυλών 

της δεύτερης παραγώγου. 

 
Για τον προσδιορισµό των δραστικών οµάδων της επιφάνειας των νανοϊνών άνθρακα, 

του γραφίτη και των νανοσωλήνων άνθρακα πραγµατοποιείται τιτλοδότηση µε 

ισχυρό οξύ και ισχυρή βάση ακολουθώντας µεθόδους που ήδη έχουν εφαρµοστεί σε 

ανθρακικά υλικά µε κάποιες τροποποιήσεις37,38.  Οι νανοδοµές άνθρακα 

κονιορτοποιούνται σε γουδί και 0.1gr από κάθε δείγµα τοποθετείται σε 50mL δις-

απιονισµένου και απαερωµένου νερού.  Το αιώρηµα αναδεύεται για 24 ώρες και στη 
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συνέχεια πραγµατοποιούνται προσθήκες διαλύµατος ισχυρού οξέος (0.01Μ HCl) ή 

ισχυρής βάσης (0.01Μ NaOH) και µετράται το pH του αιωρήµατος µε ηλεκτρόδιο 

pH.  Οι ποτενσιοµετρικές καµπύλες τιτλοδότησης των νανοδοµών άνθρακα και η 

δεύτερη παράγωγος αυτών απεικονίζονται στην Εικόνα 7.  Από την ποσότητα HCl 

που απαιτείται για την τιτλοδότηση υπολογίζεται ο αριθµός των βασικών οµάδων των 

ανθρακικών υλικών και από την ποσότητα του NaOH ο αριθµός των όξινων οµάδων.  

Τα αποτελέσµατα που προκύπτουν παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.  Ο γραφίτης, οι 

νανοσωλήνες άνθρακα και οι ΗΤΕ νανοΐνες άνθρακα παρουσιάζουν µικρή 

συγκέντρωση επιφανειακών οµάδων βασικού χαρακτήρα.  Αντίθετα, οι LHT νανοΐνες 

άνθρακα έχουν βασικού χαρακτήρα οξυγονούχες οµάδες συγκέντρωσης 6.1E10-5 

mol/gr ενώ οι GFE νανοΐνες άνθρακα εµφανίζουν τη µεγαλύτερη συγκέντρωση 

οµάδων βασικού χαρακτήρα της τάξης των 1.4E10-4 mol/gr.  Όσον αφορά τις 

επιφανειακές οµάδες όξινου χαρακτήρα, η συγκέντρωσή τους είναι πολύ µικρή στα 

δείγµατα των νανοσωλήνων άνθρακα και των GFE νανοϊνών άνθρακα, ενώ στα 

υπόλοιπα ανθρακικά δείγµατα η συγκέντρωση τους αυξάνεται κατά την ακόλουθη 

σειρά, HTE < LHT < γραφίτης.  Εφόσον οι επιφανειακές οµάδες βασικού χαρακτήρα 

των υλικών ακνητοποίησης είναι δυνατό να αλληλεπιδρούν µε τις αρνητικά 

φορτισµένες οµάδες της επιφάνειας των πρωτεϊνών, αντιλαµβανόµαστε ότι στις GFE 

νανοΐνες άνθρακα αναµένεται να έχουµε τη βέλτιστη σταθεροποίηση πρωτεϊνών.  

Παράλληλα οι LHT νανοΐνες άνθρακα που εµφανίζουν σηµαντική συγκέντρωση 

οξυγονούχων οµάδων στην επιφάνεια τους αναµένεται να είναι πολύ καλά υλικά για 

την ακινητοποίηση βιοµορίων. 

 

Πίνακας 2.  HCl και NaOH που απαιτείται για την τιτλοδότηση διαλυµάτων 
των νανοδοµών άνθρακα.  Το πρώτο και δεύτερο ισοδύναµο σηµείο 
υποδεικνύουν τον τύπο των δραστικών επιφανειακών οµάδων. 

Νανοδοµές 
Άνθρακα 

VHCl, 0.01M (µL) 
βασικές οµάδες 

(mol/gr) 

VNaOH, 0.01M (µL) 
όξινες οµάδες 

(mol/gr) 

pH 1ου 
ισοδύναµου 
σηµείου 

pH 2ου 
ισοδύναµου 
σηµείου 

Γραφίτης  81 / 1.6E10-5 370 / 7.4E10-5 4.9 7.1 

SWCN 81 / 1.6E10-5 98 / 1.9E10-5 5.4 7.5 

GFE 693 / 1.4E10-4 92 / 1.8E10-5 5.1 7.8 

LHT 307 / 6.1E10-5 234 / 4.7E10-5 5.2 7.3 

HTE 64 / 1.3E10-5 177 / 3.5E10-5 5.3 6.7 
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Ηλεκτροχηµικός Xαρακτηρισµός 

Κυκλική Βολταµετρία 

Οι ηλεκτροχηµικές ιδιότητες των GFE και LHT νανοϊνών άνθρακα, των 

νανοσωλήνων, του γραφίτη και των φουλλερενίων µελετώνται λαµβάνοντας τα 

κυκλικά βολταµµογραφήµατα των αντίστοιχων αισθητήρων.  Κάθε δείγµα 

ανθρακικού υλικού αναµιγνύεται µε 1% διάλυµα Nafion (25mg/mL) και 40µL του 

µίγµατος τοποθετούνται στην επιφάνεια ηλεκτροδίων υαλώδους άνθρακα (d. 5.2mm).  

Μετά την εξάτµιση του διαλύτη προκύπτουν µεµβράνες στις οποίες έχουν 

ακινητοποιηθεί οι νανοδοµές άνθρακα.  Τα κυκλικά βολταµµογραφήµατα που 

λαµβάνονται για κάθε αισθητήρα σε 5mM K4Fe(CN)6 και 0.1M KCl µε ταχύτητα 

σάρωσης 20mV/s παρουσιάζονται στην Εικόνα 8.  Το ηλεκτρόδιο υαλώδους άνθρακα 

που έχει καλυφθεί µόνο µε Nafion µεµβράνη εµφανίζει πολύ µικρές ανοδικές και 

καθοδικές κορυφές, όπως άλλωστε αναµενόταν καθώς η µεµβράνη εµποδίζει τη 

διάχυση προς την επιφάνεια του ηλεκτροδίου.  Όταν τα ανθρακικά υλικά εισέρχονται 

στη Nafion µεµβράνη παρατηρείται αύξηση των ανοδικών και καθοδικών κορυφών.   
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Εικόνα 8. Κυκλικά βολταµµογραφήµατα των αισθητήρων των νανοδοµών άνθρακα σε 5mM 

K4Fe(CN)6 και 0.1M KCl.  Ταχύτητα σάρωσης 20mV/s. 
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Στην περίπτωση των αισθητήρων του γραφίτη, των φουλλερενίων και των GFE και 

LHT νανοϊνών άνθρακα, οι κορυφές οξείδωσης και αναγωγής είναι συµµετρικές 

γεγονός που αποδεικνύει ότι η αντίδραση οξειδοαναγωγής (Fe(CN)6
4-/Fe(CN)6

3-) 

είναι αντιστρεπτή στα ηλεκτρόδια αυτά.  Αντίθετα, οι µη συµµετρικές ανοδικές και 

καθοδικές κορυφές του αισθητήρα των νανοσωλήνων άνθρακα υποδεικνύουν τη µη 

αντιστρεπτή οξειδοαναγωγή στο υλικό αυτό.  Ωστόσο οι ανοδικές και καθοδικές 

κορυφές του αισθητήρα των νανοσωλήνων άνθρακα είναι αρκετά υψηλότερες από 

αυτές των άλλων νανοδοµών άνθρακα.  Η διαφορά δυναµικού µεταξύ των κορυφών 

οξείδωσης και αναγωγής (∆Εred-ox) που συσχετίζεται άµεσα µε το ρυθµό µεταφοράς 

ηλεκτρονίων είναι πολύ µικρή για τον αισθητήρα LHT και αυξάνεται διαδοχικά για 

τους αισθητήρες των νανοσωλήνων άνθρακα, των φουλλερενίων, του γραφίτη και 

των GFE νανοϊνών άνθρακα.  

 

Υδροδυναµικό Βολταµµογράφηµα στο Υπεροξείδιο του Υδρογόνου 

Η ικανότητα των νανοδοµών άνθρακα να λειτουργούν ως µεταλλάκτες σήµατος 

αξιολογείται εξετάζοντας την απόκριση των αντίστοιχων αισθητήρων στο 

υπεροξείδιο του υδρογόνου.  Οι αµπεροµετρικοί βιοαισθητήρες µε ένζυµα οξειδάσες, 

βασίζονται στην οξείδωση του υπεροξειδίου του υδρογόνου που παράγεται κατά την 

ενζυµική αντίδραση, στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου εργασίας.  Η αµπεροµετρική 

απόκριση των αισθητήρων υαλώδους άνθρακα τροποποιηµένων µε τις νανοδοµές 

άνθρακα, στο υπεροξείδιο του υδρογόνου µετράται σε εύρος δυναµικών +0.2 V έως 

+1.0 V.  Ο χρόνος απόκρισης των αισθητήρων είναι πολύ γρήγορος καθώς το ρεύµα 

αποκτά σταθερή τιµή µέσα σε 5s αµέσως µετά την προσθήκη του υπεροξειδίου.  Στην 

Εικόνα 9 παρατίθενται τα Υδροδυναµικά Bολταµµογραφήµατα όλων των 

αισθητήρων.  Οι αισθητήρες υαλώδη άνθρακα που έχουν τροποποιηθεί µε τις 

νανοδοµές άνθρακα εµφανίζουν πολύ µεγαλύτερα ανοδικά ρεύµατα σε σύγκριση µε 

τον αισθητήρα µε τη Nafion µεµβράνη µόνο.  Όπως φαίνεται ο αιθητήρας µε τη 

Nafion µεµβράνη δεν παρουσιάζει σηµαντική απόκριση στο υπεροξείδιο ακόµη και 

στα υψηλά δυναµικά.  Αντίθετα όταν στις µεµβράνες εισάγονται νανοδοµές άνθρακα 

η απόκριση στο υπεροξείδιο είναι µεγάλη σε όλο το εύρος των δυναµικών που 

εξετάζονται.  Η απόκριση του αισθητήρα των νανοσωλήνων άνθρακα στο 

υπεροξείδιο είναι σηµαντική ακόµα και στα 200mV και αυξάνεται σταδιακά µε την 
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αύξηση του δυναµικού.  Η ευαισθησία των αισθητήρων GFE, φουλλερενίων, LHT, 

γραφίτη και νανοσωλήνων άνθρακα στο υπεροξείδιο σε δυναµικό 0.9V είναι 6.1, 6.5, 

7.7, 18.6 and 38.01 µA/mM αντίστοιχα.  Από τα αποτελέσµατα αυτά διαπιστώνουµε 

ότι οι νανοσωλήνες άνθρακα είναι ο καταλληλότερος ηλεκτροχηµικός µεταλλάκτης 

σήµατος. 
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Εικόνα 9. Υδροδυναµικό βολταµµογράφηµα των αισθητήρων των νανοδοµών άνθρακα. 

 

Ηλεκτροχηµικός Χαρακτηρισµός Ηλεκτροδίων Πάστας των Νανοδοµών Άνθρακα 

Κατά την ακινητοποίηση των νανοδοµών άνθρακα σε ηλεκτρόδια πλατίνας µέσω 

µίας Nafion µεµβράνης οι τιµές του ρεύµατος που λαµβάνονται είναι πολύ µικρές και 

η ενεργή επιφάνεια του ηλεκτροδίου περιορίζεται στην ελάχιστη ποσότητα των 

νανοδοµών που έχει ακινητοποιηθεί στο ηλεκτρόδιο.  Προκειµένου να αυξηθεί η 

ενεργή επιφάνεια των αισθητήρων των νανοδοµών άνθρακα ώστε να µελετηθεί η 

σταθεροποίηση ενζύµων στα υλικά αυτά, κατασκευάζονται ηλεκτρόδια πάστας.  Η 

διαδικασία κατασκευής των ηλεκτροδίων πάστας είναι πολύ εύκολη και περιλαµβάνει 

απλά την ανάµιξη των νανοδοµών άνθρακα µε λάδι σιλικόνης.  Το µίγµα στη 

συνέχεια τοποθετείται σε ηλεκτρόδιο, που κατασκευάζεται στο Εργαστήριο (Εικόνα 

10). 
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ΠΠάάσστταα  
ΝΝααννοοδδοοµµώώνν  
ΆΆννρραακκαα  

ΣΣύύννδδεεσσηη  µµεε  πποοττεεννσσιιοοσσττάάττηη

ΕΕλλααττήήρριιοο

ΑΑκκίίδδαα  ΧΧρρυυσσοούύ  

ΚΚααλλώώδδιιοο  

ΚΚααππάάκκιι  γγιιαα  ττοο  ∆∆εείίγγµµαα  
 

 

Εικόνα 10.  Ηλεκτρόδια πάστας των νανοδοµών άνθρακα. 

 

Οι αισθητήρες πάστας των νανοδοµών άνθρακα αρχικά εξετάζονται µε κυκλική 

βολταµµετρία.  Τα κυκλικά βολταµµογραφήµατα λαµβάνονται σε 5mM K4Fe(CN)6 

και 0.1M KCl µε ταχύτητα σάρωσης 100mV/s (Εικόνα 11).  Οι αισθητήρες του 

γραφίτη και των LHT νανοϊνών άνθρακα εµφανίζουν συµµετρικές κορυφές 

οξείδωσης και αναγωγής ενώ οι GFE και ΗΤΕ αισθητήρες µη συµµετρικές κορυφές.  

Παράλληλα οι κορυφές οξείδωσης και αναγωγής για τους GFE και ΗΤΕ αισθητήρες 

είναι πολύ χαµηλές σε σύγκριση µε τους άλλους αισθητήρες.  Τέλος η διαφορά 

δυναµικού µεταξύ των κορυφών οξείδωσης και αναγωγής (∆Εred-ox) αυξάνεται 

διαδοχικά στους αισθητήρες γραφίτη, LHT, ΗΤΕ και GFE.  Από την παραπάνω 

ηλεκτροχηµική µελέτη διαπιστώνουµε ότι οι νανοσωλήνες άνθρακα και οι GFE 

νανοΐνες άνθρακα δεν εµφανίζουν ιδανική συµπεριφορά για µεταλλάκτες σήµατος.  

Ωστόσο για να επιβεβαιωθεί κάτι τέτοιο εξετάζεται η συµπεριφορά όλων των 

νανοδοµών άνθρακα σε συστήµατα βιοαισθητήρων. 
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Εικόνα 11.  Κυκλικά βολταµµογραφήµατα των αισθητήρων πάστας των νανοδοµών 

άνθρακα σε 5mM K4Fe(CN)6 και 0.1M KCl.  Ταχύτητα σάρωσης 100mV/s. 

 

6.4  Σταθεροποίηση Οξειδάσης της Γλυκόζης σε Νανοδοµές Άνθρακα 

Η ακινητοποίηση και σταθεροποίηση ενζύµων στις νανοδοµές άνθρακα εξετάζεται 

χρησιµοποιώντας το πρότυπο ένζυµο Οξειδάση της Γλυκόζης (GOx).  Η 

ακινητοποίηση του ενζύµου στις GFE, LHT, ΗΤΕ νανοΐνες άνθρακα, στους 

νανοσωλήνες άνθρακα και στο γραφίτη πραγµατοποιείται µε απλή προσρόφηση για 

24h στους 4 oC.  Η ποσότητα του ενζύµου που ακινητοποιείται σε κάθε δείγµα 

µετράται µε τη φασµατοφωτοµετρική µέθοδο Trinder39.  Προσδιορίζεται ότι το 

ακινητοποιηµένο ένζυµο είναι 25, 19.5, 16, 14 και 5.5 Units/g για τα δείγµατα 

γραφίτη, GFE, LHT, ΗΤΕ και νανοσωλήνων άνθρακα αντίστοιχα.  Κατασκευάζονται 

οι αντίστοιχοι βιοαισθητήρες πάστας µε τις νανοδοµές άνθρακα και µελετάται η 

σταθερότητα τους υπό συνθήκες συνεχούς λειτουργίας µε δυναµικό εργασίας τα 

+600mV στους 25oC.  Όπως φαίνεται στην Εικόνα 12 µετά από 100h συνεχούς 

λειτουργίας ο βιαοσθητήρας µε τις GFE νανοΐνες άνθρακα δεν παρουσιάζει µείωση 

στην ενεργότητα του.  Η παρατηρούµενη άνοδος της ενεργότητας οφείλεται σε 

αλλαγές της τριτοταγούς δοµής του ενζύµου στις νανοΐνες άνθρακα.  Οι 

βιοαισθητήρες LHT και HTE εµφανίζουν ενεργότητα 97% και 83% αντίστοιχα µετά 
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από 100h συνεχούς λειτουργίας ενώ οι βιοαισθητήρες του γραφίτη και των 

νανοσωλήνων άνθρακα εµφανίζουν ενεργότητα 81% και 73% αντίστοιχα.  Εποµένως 

η GOx σταθεροποιείται πιο ισχυρά στις GFE νανοΐνες άνθρακα ενώ αρκετά 

ικανοποιητική είναι και η σταθεροποίηση της στις LHT νανοΐνες άνθρακα.  Η 

επαναληψιµότητα µεταξύ των µετρήσεων των βιοαισθητήρων των νανοδοµών 

άνθρακα είναι πολύ ικανοποιητική.  Στην Εικόνα 13 παρουσιάζεται η καµπύλη 

βαθµονόµησης του GFE βιοαισθητήρα που προκύπτει µετά από διαδοχικές 

προσθήκες γλυκόζης.  Οι µετρήσεις επαναλαµβάνονται τρεις φορές και η σχετική 

τυπική απόκλιση µεταξύ τους είναι µικρότερη από 1%. 
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Εικόνα 12.  Σύγκριση της σταθερότητας υπό συνθήκες συνεχούς λειτουργίας των 

βιοαισθητήρων GOx µε τις διαφορετικές νανοδοµές άνθρακα. 
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Εικόνα 13. Καµπύλη βαθµονόµησης του GOx βιοαισθητήρα µε GFE νανοΐνες άνθρακα 

(+600mV, 25 oC, N=3). 

 

6.5  Συµπεράσµατα 

Σε αυτή την εργασία συγκρίνονται οι ηλεκτροχηµικές ιδιότητες των νανοϊνών 

άνθρακα και των νανοσωλήνων άνθρακα και η ικανότητα τους να σταθεροποιούν 

ένζυµα.  Όλες οι νανοδοµές άνθρακα εµφανίζουν πολύ µεγάλη αγωγιµότητα και 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως µεταλλάκτες σήµατος και ως µεταφορείς 

ηλεκτρονίων σε συστήµατα βιοαισθητήρων.  Βέβαια εξαιτίας των διαφορετικών 

χαρακτηριστικών που εµφανίζουν κάθε µία από τις νανοδοµές άνθρακα που 

εξετάζεται υπερτερεί ή µειονεκτεί έναντι των άλλων ανάλογα µε το σκοπό που 

χρησιµοποιείται.  Έτσι ενώ οι νανοσωλήνες άνθρακα µπορεί να εµφανίζουν χαµηλό 

υπερδυναµικό για την οξείδωση του υπεροξειδίου του υδρογόνου, παρουσιάζουν 

πολύ µεγάλο ρεύµα υποβάθρου.  Από την άλλη οι νανοΐνες άνθρακα εµφανίζουν 

υψηλό υπερδυναµικό για την οξείδωση του υπεροξειδίου του υδρογόνου και χαµηλό 

ρεύµα υποβάθρου.  Παράλληλα οι νανοΐνες άνθρακα παρουσιάζουν µεγαλύτερη 

θερµική σταθερότητα γεγονός που µπορεί να οδηγήσει σε πιο σταθερούς και 

ευαίσθητους βιοαισθητήρες.  Όσον αφορά την αλληλεπίδραση των νανοδοµών 

άνθρακα µε τα ένζυµα, διαπιστώνουµε ότι οι νανοΐνες άνθρακα έχουν πολύ 
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µεγαλύτερη επιφάνεια επαφής και µεγαλύτερο αριθµό δραστικών οµάδων στην 

επιφάνεια τους σε σύγκριση µε τους νανοσωλήνες άνθρακα.  Έτσι µεγαλύτερες 

ποσότητες ενζύµου µπορούν ακινητοποιηθούν στην επιφάνεια των νανοϊνών 

άνθρακα.  Παράλληλα τα ένζυµα σταθεροποιούνται πιο ισχυρά στις νανοΐνες 

άνθρακα όπως προκύπτει από την εξέταση της σταθερότητας των αντίστοιχων 

βιοαισθητήρων GOx.  Μέγιστη σταθεροποίηση του ενζύµου GOx παρατηρείται στο 

βιοαισθητήρα µε τις GFE νανοΐνες άνθρακα, γεγονός που µπορεί να αποδοθεί στην 

παρουσία περισσότερων δραστικών οµάδων στην επιφάνεια των GFE νανοϊνών λόγω 

της οδοντωτής δοµής που αποκτούν κατά τη θερµική κατεργασία τους. 

∆ιαπιστώνουµε εποµένως από όλα τα παραπάνω, ότι οι νανοΐνες άνθρακα αποτελούν 

άριστα υλικά για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση ενζύµων και άρα για την 

ανάπτυξη βιοαισθητήρων µε βελτιωµένα αναλυτικά χαρακτηριστικά.  Η µελέτη αυτή 

αποτελεί την πρώτη προσέγγιση των δυνατοτήτων εφαρµογής των νανοϊνών άνθρακα 

για την ακινητοποίηση βιολογικών µορίων και την ανάπτυξη βιοαισθητήρων.   
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7. ΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗ ΑΚΕΤΥΛΟΧΟΛΙΝΕΣΤΕΡΑΣΗΣ ΣΕ 

ΛΙΠΟΣΩΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΟΠΤΙΚΟΥ 

ΒΙΟΑΙΣΘΗΤΗΡΑ ΠΑΡΑΣΙΤΟΚΤΟΝΩΝ 

7.1  Λιποσώµατα 

Τα λιπίδια εµφανίζουν αµφίφιλο χαρακτήρα καθώς αποτελούνται από ένα τµήµα που 

διαλύεται σε πολικούς διαλύτες και ένα δεύτερο που διαλύεται σε µη πολικούς 

διαλύτες.  Η ιδιότητα τους αυτή προάγει την αυθόρµητη συνάθροιση τους σε ποικίλες 

µικροδοµές όταν αυτά βρεθούν σε υδατικό περιβάλλον1.  Το σχήµα και το µέγεθος 

των διαφορετικών µικροδοµών που σχηµατίζονται εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από 

τη γεωµετρία των λιπιδίων. 

Μία τέτοια µικροδοµή αποτελούν τα λιποσώµατα.  Πρόκειται για σφαιρικά κυστίδια 

που αποτελούνται από λιπιδικές διπλοστοιβάδες οι οποίες περιβάλλουν-εγκλωβίζουν 

υδατικό διάλυµα στο εσωτερικό τους.  Τα λιποσώµατα αποτελούνται από µία µόνο 

λιπιδική διπλοστοιβάδα που περιβάλλει τον υδατικό πυρήνα (unilamellar) ή από 

µερικές διπλοστοιβάδες που περιβάλλουν οµοκεντρικά τον υδατικό πυρήνα 

(multilamellar)2.  Στη λιπιδική διπλοστοιβάδα οι υδρόφοβες ουρές των λιπιδίων 

προσανατολίζονται προς το εσωτερικό της µεµβράνης ενώ οι υδρόφιλες κεφαλές 

προς το υδατικό περιβάλλον στο εσωτερικό και εξωτερικό της µεµβράνης.   

Τα λιποσώµατα παρασκευάζονται πολύ εύκολα και είναι σταθερά σε διάλυµα για 

µεγάλο χρονικό διάστηµα χωρίς να µεταβάλλεται το µέγεθος τους ή η δοµή τους3.  Το 

µέγεθος και οι ιδιότητες των λιποσωµάτων εξαρτώνται από το πρωτόκολλο 

παρασκευής τους και τα συστατικά της διπλοστοιβάδας2.  Το µέγεθος τους 

κυµαίνεται από πολύ µικρά διαµέτρου 20nm έως πολύ µεγάλα διαµέτρου 10µm.  Το 

πρωτόκολλο παρασκευής των λιποσωµάτων καθορίζει αν θα προκύψουν οµογενή ή 

ετερογενή εναιωρήµατα λιποσωµάτων και ανάλογα µε την ενδεχόµενη εφαρµογή 

τους επιλέγεται και η καταλληλότερη µέθοδος παρασκευής λιποσωµάτων.  Υπάρχουν 

πολλές µέθοδοι παρασκευής λιποσωµάτων οι οποίες διαφέρουν ως προς την αρχική 

µορφή των λιπιδίων που χρησιµοποιούνται στη διαδικασία παρασκευής.  Τα λιπίδια 

µπορεί να είναι σε ξηρή µορφή µεµβράνης (dry lipid film), ή σε µορφή 

γαλακτώµατος σε άπολο διαλύτη, ή παρουσία ενός απορρυπαντικού που σχηµατίζει 

µικκύλια, ή σε ένα µη-υδατικό διαλύτη και αναµιγνύονται στη συνέχεια µε ένα 

υδατικό διαλύτη.  Η επιλογή των συστατικών της διπλοστοιβάδας καθορίζει την 
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ακαµψία και το φορτίο των λιποσωµάτων.  Έτσι µπορούµε να έχουµε ουδέτερα ή 

φορτισµένα λιποσώµατα ανάλογα µε το φορτίο των φωσφολιπιδίων που 

χρησιµοποιούνται, ενώ η µεµβράνη µπορεί να είναι ρευστή ή άκαµπτη.  Ουδέτερα 

φωσφολιπίδια είναι η σφιγγοµυελίνη και η φωσφατιδυλο-αιθανολαµίνη.  Το πιο 

γνωστό όµως φωσφολιπίδιο είναι η φωσφατιδυλοχολίνη (λεκιθίνη) που 

χρησιµοποιείται ευρέως λόγω του µικρού της κόστους και του ουδέτερου φορτίου 

της.  Η φωσφατιδυλοχολίνη που συναντάται στη φύση αποτελεί µίγµα 

φωσφολιπιδίων µε αλυσίδα που διαφέρει ως προς το µήκος και το βαθµό 

ακορεστότητας1 (Eικόνα 1).  Τα κορεσµένα φωσφολιπίδια µε µακριές άκυλο-

αλυσίδες όπως η διπαλµιτόϋλο-φωσφατιδυλοχολίνη σχηµατίζουν άκαµπτες, µη 

διαπερατές διπλοστοιβάδες, ενώ από την ακόρεστη φωσφατιδυλοχολίνη (από φυσικές 

πηγές όπως αυγά ή σόγια) προκύπτουν διαπερατές και σχετικά ασταθείς 

διπλοστοιβάδες.  Αρνητικά φορτισµένα φωσφολιπίδια είναι η φωσφατιδυλο-

γλυκερόλη, το φωσφατιδικό οξύ και η φωσφατιδυλοσερίνη.  Η χοληστερόλη αποτελεί 

ένα άλλο σηµαντικό συστατικό των βιολογικών µεµβρανών καθώς παίζει σηµαντικό 

ρόλο στον έλεγχο της διαπερατότητας και της ρευστότητας της µεµβράνης.   

 

φωσφατιδυλοχολίνη

φωσφατιδυλοσερίνηφωσφατιδυλογλυκερόλη

σφιγγοµυελίνη

φωσφατιδικό οξύ

χοληστερόλη

φωσφατιδυλοαιθανολαµίνηφωσφατιδυλοχολίνη

φωσφατιδυλοσερίνηφωσφατιδυλογλυκερόλη

σφιγγοµυελίνη

φωσφατιδικό οξύ

χοληστερόλη

φωσφατιδυλοαιθανολαµίνη

 
Εικόνα 1.  ∆οµές φωσφολιπιδίων. 

 
H δυνατότητα ελέγχου των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων των λιποσωµάτων καθώς και η 

βιοσυµβατότητά τους τα καθιστούν κατάλληλα για πολλαπλές εφαρµογές2.  Τα 

λιποσώµατα δηµιουργούνται παρόµοια µε τις βιολογικές µεµβράνες και για αυτό 

συχνά χρησιµοποιούνται ως µοντέλα κυτταρικών µεµβρανικών συστηµάτων.  

Παράλληλα έχουν την ικανότητα να εγκλωβίζουν διάφορες ενεργές λιπόφιλες ή 



7.  ΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗ ΕΝΖΥΜΩΝ ΣΕ ΛΙΠΟΣΩΜΑΤΑ 101

υδρόφιλες ουσίες (π.χ. φάρµακα, αντιγόνα) και να τις προστατεύουν από πιθανή 

αποικοδόµηση.  Επίσης µπορούν να κατευθύνουν τις ουσίες αυτές σε καθορισµένα 

σηµεία-στόχους και στη συνέχεια να τις ελευθερώνουν κάτω από συγκεκριµένες 

χηµικές ή φυσικές συνθήκες.  Λόγω των ιδιοτήτων τους αυτών τα λιποσώµατα 

συναντώνται ευρύτατα σε συστήµατα µεταφοράς φαρµάκων4, στη γονιδιακή 

θεραπεία και στη βιοµηχανία καλλυντικών ως συστατικά σε κρέµες και λοσιόν.  

Τα λιποσώµατα όµως χρησιµοποιούνται επιτυχώς και ως µέσα ακινητοποίησης και 

σταθεροποίησης πρωτεϊνών και ενζύµων.  Τα ένζυµα όταν εισέρχονται στο 

εσωτερικό των λιποσωµάτων παραµένουν ελεύθερα µέσα σε ένα περιορισµένο χώρο 

χωρίς να µεταβάλλεται η διαµόρφωσή τους.  Μάλιστα το µικροπεριβάλλον µέσα στο 

οποίο βρίσκονται είναι αρκετά βιοσυµβατό καθώς είναι παρόµοιο µε αυτό εντός των 

βιολογικών κυτταρικών µεµβρανών.  Οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

ενζύµων και της µεµβράνης του λιποσώµατος σταθεροποιούν τη διαµόρφωση των 

ενζύµων5.  Επιπλέον τα ενθυλακωµένα ένζυµα προστατεύονται από προσβολή από 

εξωτερικούς παράγοντες (πρωτεάσες)6.  Κατά την ενθυλάκωση µικρής συγκέντρωσης 

του ενζύµου ακετυλχολινεστεράση σε λιποσώµατα παρατηρήθηκε ότι το ένζυµο είναι 

πολύ πιο σταθερό από ότι όταν είναι ελεύθερο σε διάλυµα7.  Παράλληλα όµως πολλά 

άλλα ένζυµα έχει αποδειχτεί ότι σταθεροποιούνται κατά την ενθυλάκωση τους µέσα 

σε λιποσώµατα2.  Η παρουσία των λιποσωµάτων µάλιστα, πολλές φορές µπορεί να 

συµβάλλει στην επαναδιάταξη ενζύµων που έχουν αποδιαταχτεί8.  ∆ιαπιστώνουµε 

λοιπόν ότι η ενθυλάκωση ενζύµων µέσα σε λιποσώµατα δίνει τη δυνατότητα στα 

ένζυµα να βρίσκονται σε ένα περιβάλλον που µοιάζει αρκετά µε το φυσικό τους 

περιβάλλον.   

Οι ιδιότητες αυτές των λιποσωµάτων τα καθιστούν κατάλληλα υλικά για τη σχεδίαση 

και ανάπτυξη βιοαισθητήρων.  Στη βιβλιογραφία ελάχιστες αναφορές συναντώνται 

όσον αφορά τη σχεδίαση ενζυµικών βιοαισθητήρων βασιζόµενων σε λιποσώµατα.  

Αρχικές προσπάθειες για την ανάπτυξη ηλεκτροχηµικών βιοαισθητήρων 

πραγµατοποιήθηκαν µε την ακινητοποίηση της Οξειδάσης της γλυκόζης 

ενθυλακωµένης σε λιποσώµατα, σε ηλεκτρόδια οξυγόνου και την ανίχνευση του 

παραγόµενου υπεροξειδίου του υδρογόνου κατά την προσθήκη D-γλυκόζης9.  

Ακολουθώντας την ίδια πειραµατική διαδικασία αναπτύχθηκαν αµπεροµετρικοί 

βιοαισθητήρες στους οποίους εκτός από την Οξειδάση της γλυκόζης ήταν 

ακινητοποιηµένες στο εσωτερικό των λιποσωµάτων η Υπεροξειδάση Horseradish ή η 
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Υπεροξειδάση της Λακτόζης (Lactoperoxidase)10.  Παράλληλα αναπτύχθηκαν 

αµπεροµετρικοί βιοαισθητήρες όπου τα λιποσώµατα µε ενθυλακωµένη την Οξειδάση 

της γλυκόζης ακινητοποιήθηκαν είτε σε ηλεκτρόδια πλατίνας µέσω πολυµερικών 

µεµβρανών είτε σε ηλεκτρόδια µεταξοτυπίας11.  Το γραµµικό εύρος των 

βιοαισθητήρων και στις δύο περιπτώσεις ήταν πολύ µεγαλύτερο από το αντίστοιχο 

χωρίς την παρουσία των λιποσωµάτων.  Ταυτόχρονα αναπτύχθηκε ένας 

βιοαισθητήρας β-λακταµάσης που βασίστηκε στη µέθοδο της ιωδοµετρίας12.  Το 

ένζυµο ενθυλακώθηκε σε λιποσώµατα και η εισαγωγή του υποστρώµατος αµπικιλίνη 

στο εσωτερικό των λιποσωµάτων µέσω πορινών (που βρίσκονται στη µεµβράνη του 

λιποσώµατος και λειτουργούν ως κανάλια), είχε ως αποτέλεσµα την παραγωγή 

αµπικιλινοϊκού οξέος.  Το παραγόµενο οξύ ανήγαγε το ιώδιο Ι2 σε ιωδίδιο Ι- και 

παρατηρήθηκε ο αποχρωµατισµός του συµπλόκου αµύλου-ιωδίου.  Τέλος 

παρασκευάστηκε ένας βιοαισθητήρας ακετυλοχολινενστεράσης, όπου το ένζυµο ήταν 

ενθυλακωµένο στο εσωτερικό λιποσωµάτων και το υπόστρωµα οξικός ο-

νιτροφαινυλοεστέρας διαπερνούσε τη µεµβράνη του λιποσώµατος και 

παρατηρούνταν αύξηση στην ένταση της απορρόφησης λόγω της παραγωγής του 

προϊόντος o-νιτροφαινόλη (410nm) κατά την ενζυµική αντίδραση.   

Στην εργασία αυτή βασιζόµενοι στο γεγονός ότι τα λιποσώµατα είναι οπτικά 

διαφανή13,14 αναπτύσσεται ένας οπτικός βιοαισθητήρας ακετυλοχολινεστεράσης που 

βασίζεται σε λιποσώµατα, για την ανίχνευση παρασιτοκτόνων. 

 

7.2  Βιοαισθητήρες Ακετυλοχολινεστεράσης για την ανίχνευση παρασιτοκτόνων 

Η εκτεταµένη χρήση παρασιτοκτόνων τα τελευταία χρόνια και η επίδραση τους στο 

περιβάλλον σε παγκόσµια κλίµακα απασχολεί πολύ τα κοινά.  Τα παρασιτοκτόνα 

χρησιµοποιούνται ευρέως σε γεωργικές και βιοµηχανικές διαδικασίες καθώς και για 

τον έλεγχο των ζιζανίων (pest control) για την προστασία της δηµόσιας υγείας15.  To 

πιο διαδεδοµένο είδος παρασιτοκτόνων είναι τα οργανοφωσφορικά λόγω της 

αποτελεσµατικότητάς τους στην καταπολέµηση των εντόµων και του µικρού χρόνου 

ζωής τους στο περιβάλλον κάτω από φυσικές συνθήκες υγρασίας και θερµοκρασίας.  

Τα οργανοφωσφορικά παρασιτοκτόνα εµφανίζουν πολύ υψηλή τοξικότητα και είναι 

επιβλαβή στην ανθρώπινη υγεία ακόµη και σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις.  Μικρές 

ποσότητες αυτών των παρασιτοκτόνων επιδρούν στο κεντρικό νευρικό σύστηµα και 
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συµβάλλουν σε καρκινογενέσεις, σε ανωµαλίες στην ανάπτυξη των οστών, σε 

αναπνευστικά, µυοκαρδιακά και νευροµυϊκά προβλήµατα, που µπορούν να 

οδηγήσουν ακόµα και στο θάνατο.  Η ευρεία χρήση των οργανοφωσφορικών 

παρασιτοκτόνων έχει ως αποτέλεσµα να συναντώνται στα εδάφη, στην ατµόσφαιρα, 

στα γεωργικά προϊόντα καθώς και στα υπόγεια και επιφανειακά ύδατα.  Από τα 

παραπάνω διαπιστώνουµε ότι είναι επιτακτική η ανάγκη ανίχνευσης των ουσιών 

αυτών σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις τόσο στα τρόφιµα όσο και στο πόσιµο νερό.  

Συνήθως η ανίχνευση παρασιτοκτόνων πραγµατοποιείται µε αναλυτικές µεθόδους 

µεγάλης ακρίβειας όπως είναι η αέρια χρωµατογραφία (GC)16 και η υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC)17, συζευγµένες µε διάφορους 

ανιχνευτές18,19.  Οι µέθοδοι αυτές παρόλο που εµφανίζουν µεγάλη ευαισθησία (της 

τάξης των ng/lt) και ακρίβεια, έχουν πολύ µεγάλο κόστος, είναι χρονοβόρες, 

απαιτούν συνήθως προκατεργασία του δείγµατος καθώς και την παρουσία άριστα 

καταρτισµένου τεχνικού προσωπικού και δεν µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε 

µετρήσεις πεδίου.  Πολύ πιο απλά και καινοτόµα συστήµατα βιοαισθητήρων που 

βασίζονται στο ένζυµο ακετυλοχολινεστεράση έχουν αναπτυχθεί για την ανίχνευση 

παρασιτοκτόνων20,21,22.  Τα συστήµατα αυτά είναι πολύ ευαίσθητα, µε χαµηλό 

κόστος, εύκολα στη χρήση, φορητά και ικανά να παρέχουν αξιόπιστες αναλυτικές 

µετρήσεις για τη συνεχή παρακολούθηση των παρασιτοκτόνων.  

Ακετυλοχολινεστεράσες από διαφορετικές πηγές καθώς και γενετικά τροποποιηµένα 

ένζυµα23,24 έχουν χρησιµοποιηθεί για την ανάπτυξη βιοαισθητήρων αναστολής ώστε 

να εξασφαλιστεί η υψηλή ενζυµική ενεργότητα, η ευαισθησία και η σταθερότητα των 

βιοαισθητήρων.  Παράλληλα διαφορετικές µέθοδοι ακινητοποίησης και 

σταθεροποίησης των ενζύµων έχουν εφαρµοστεί25 χρησιµοποιώντας διαφορετικά 

υποστρώµατα ακινητοποίησης και µεθόδους ανίχνευσης.  Οι βιοαισθητήρες που 

χρησιµοποιούνται συνήθως για την ανίχνευση παρασιτοκτόνων είναι ηλεκτροχηµικοί 

σε ποσοστό που φτάνει το 80%, ενώ οι οπτικοί βιοαισθητήρες χρησιµοποιούνται 

µόλις κατά 12.6%.  Μέσω ενός αµπεροµετρικού µεταλλάκτη σήµατος µετράται το 

οξειδωτικό ή αναγωγικό ρεύµα που προκύπτει από τα προϊόντα της ενζυµικής 

αντίδρασης26,27,28,29,30.  Ένας ποτενσιοµετρικός µεταλλάκτης σήµατος όπως είναι ένα 

ηλεκτρόδιο pH31,32,33 ή ένας αισθητήρας επαγόµενου πεδίου34,35 ανιχνεύει τις 

µεταβολές στην τιµή του pH κατά την ενζυµική αντίδραση.  Οι µεταβολές στην τιµή 

του pH µετρώνται και µέσω οπτικών συστηµάτων και συγκεκριµένα µε 
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φθορισµοµετρικούς36,37,38 ή οπτικούς39,40,41,42 δείκτες που είναι ευαίσθητοι στις 

µεταβολές του pH.  Γενικά οι ηλεκτροχηµικοί βιοαισθητήρες παρασιτοκτόνων 

εµφανίζουν πολύ χαµηλότερα όρια ανίχνευσης και ευρύτερο πεδίο εφαρµογών (πχ. σε 

δείγµατα θολά χωρίς προκατεργασία)43.  Τα όρια ανίχνευσης διαφέρουν ανάλογα µε 

το είδος και την ποσότητα του ακινητοποιηµένου ενζύµου, τη µέθοδο 

ακινητοποίησης, το χρόνο ανάλυσης αλλά και τον αναλύτη.  Τα χαµηλότερα όρια 

ανίχνευσης οργανοφωσφορικών παρασιτοκτόνων, που έχουν επιτευχθεί µε 

αµπεροµετρικούς βιοαισθητήρες της εµπορικά διαθέσιµης ακετυλοχολινεστεράσης 

Electrophorus electricus κυµαίνονται στην τάξη των 10-9 Μ44.  Τα όρια ανίχνευσης 

µειώνονται αρκετά µε τη χρήση ακετυλοχολινεστεράσης από Drosophila 

melanogaster45 ενώ πολύ χαµηλότερα όρια ανίχνευσης της τάξης των 10-17 Μ έχουν 

επιτευχθεί µε αµπεροµετρικό βιοαισθητήρα που βασίζεται στη γενετικά 

τροποποιηµένη ακετυλοχολινεστεράση από Drosophila melanogaster28.  Στην 

περίπτωση των οπτικών βιοαισθητήρων τα όρια ανίχνευσης για τα οργανοφωσφορικά 

παρασιτοκτόνα είναι αρκετά υψηλότερα και κυµαίνονται στην τάξη των 10-7 Μ στους 

οπτικούς αισθητήρες και στην τάξη των 10-6 – 10-7 Μ στους φθορισµοµετρικούς 

αισθητήρες. 

Η σταθερότητα των περισσότερων βιοαισθητήρων ακετυλοχολινεστεράσης δεν 

ξεπερνά τις 3-4 εβδοµάδες.  Μελέτες έχουν δείξει ότι πολυηλεκτρολύτες σε 

συνδυασµό µε σάκχαρα µπορούν να αυξήσουν τη σταθερότητα αποθήκευσης και 

συνεχούς λειτουργίας του βιοαισθητήρα, χωρίς να µειώνουν την ευαισθησία του στα 

παρασιτοκτόνα46.  Η επιλεκτικότητα των βιοαισθητήρων ακετυλοχολινεστεράσης 

προς τα παρασιτοκτόνα είναι µικρή, γεγονός που καθιστά δύσκολη την ανίχνευση 

ενός συγκεκριµένου παρασιτοκτόνου σε ένα δείγµα.  Εποµένως οι βιοαισθητήρες 

ακετυλοχολινεστεράσης χρησιµοποιούνται κυρίως για την ποιοτική εξέταση των 

δειγµάτων (screening) και τη µέτρηση της ολικής τοξικότητας ενός δείγµατος.   

 

 

 



7.  ΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗ ΕΝΖΥΜΩΝ ΣΕ ΛΙΠΟΣΩΜΑΤΑ 105

7.3  Αρχή λειτουργίας βιοαισθητήρων Ακετυλοχολινεστεράσης για την ανίχνευση 

παρασιτοκτόνων 

Η αρχή λειτουργίας των βιοαισθητήρων αναστολής βασίζεται στην αλληλεπίδραση 

των παρασιτοκτόνων µε το ενεργό κέντρο του ενζύµου.  Ο βιολογικός ρόλος της 

ακετυλοχολινεστεράσης, όπως αναφέρθηκε στο Κεφάλαιο 5 είναι να τερµατίζει τη 

διαβίβαση των νευρικών ώσεων στις χολινεργικές συνάψεις στο νευρικό σύστηµα 

των εντόµων και των θηλαστικών, υδρολύοντας το νευροδιαβιβαστή 

ακετυλοχολίνη47.  Τα παρασιτοκτόνα αναστέλλουν τη δράση της ακετυλο-

χολινεστεράσης µε αποτέλεσµα τη συσσώρευση της ακετυλοχολίνης στη συναπτική 

µεµβράνη και την υπερλειτουργία της νευροδιαβίβασης.  Ο µηχανισµός δράσης των 

οργανοφωσφορικών παρασιτοκτόνων στην ακετυλοχολινεστεράση είναι γνωστός48.  

Τα οργανοφωσφορικά παρασιτοκτόνα µοιάζουν µε το φυσικό υπόστρωµα του 

ενζύµου και εισέρχονται στο ενεργό κέντρο και φωσφορυλιώνουν τη σερίνη49 

σύµφωνα µε τον ακόλουθο µηχανισµό:   

 

 

 

 

όπου, Ε είναι το ένζυµο, PX το παρασιτοκτόνο (αναστολέας), ΕP το 

φωσφορυλιωµένο ένζυµο, X η αποχωρούσα οµάδα και ki =k2/Kd η διµοριακή 

σταθερά ταχύτητας.  Η οµοιοπολική δέσµευση των παρασιτοκτόνων µε το ένζυµο 

συµβάλλει στη µη-αντιστρεπτή αναστολή του ενεργού κέντρου του ενζύµου.  Η 

αναστολή του ενζύµου συµβάλλει στη µείωση της απόκρισης του βιοαισθητήρα στο 

υπόστρωµα του ενζύµου.  Η µειωµένη απόκριση στο υπόστρωµα σχετίζεται άµεσα µε 

τη συγκέντρωση του παρασιτοκτόνου.  Στους ενζυµικούς βιαισθητήρες αναστολής, 

τρεις βασικοί παράγοντες καθορίζουν τη λειτουργικότητα του αισθητήρα, το 

ενζυµικό φορτίο, η συγκέντρωση του υποστρώµατος και η επώαση µε το 

παρασιτοκτόνο. 

Η απόκριση των ενζυµικών βιοαισθητήρων στο υπόστρωµα προσδιορίζεται από τη 

συγκέντρωση του προϊόντος της ενζυµικής αντίδρασης.  Αυτή εξαρτάται από δύο 

παράγοντες, την ταχύτητα µετατροπής του υποστρώµατος από το ένζυµο και την 

Kd k2

ki

E + PX [E*PX] EP + X
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ταχύτητα διάχυσης του υποστρώµατος από τον κύριο όγκο του διαλύµατος στο 

ενζυµικό στρώµα.  Όταν η ποσότητα του ενζύµου στο ενζυµικό στρώµα είναι αρκετά 

µεγάλη, η µείωση στη συγκέντρωση του υποστρώµατος δεν αντισταθµίζεται από την 

ταχύτητα µεταφοράς του υποστρώµατος λόγω παρεµπόδισης της διάχυσης.  Έτσι 

µόνο ένα µικρό ποσοστό του ενζύµου συµµετέχει στην κατάλυση.  Στην περίπτωση 

αυτή η απόκριση του αισθητήρα ελέγχεται από την ταχύτητα διάχυσης του 

υποστρώµατος στο ενζυµικό στρώµα.  Στους ενζυµικούς βιοαισθητήρες αναστολής 

όταν το ενζυµικό φορτίο είναι υψηλό, η παρατηρούµενη επίδραση του αναστολέα 

είναι µικρή καθώς τα απενεργοποιηµένα µόρια του ενζύµου αντικαθίστανται από 

άλλα µέσα στο ενζυµικό στρώµα µε αποτέλεσµα η αναστολή να είναι πολύ µικρή και 

εποµένως η απόκριση του αισθητήρα να παραµένει υψηλή.  Αντίθετα στην 

περίπτωση που το ενζυµικό φορτίο είναι µικρό, η επίδραση του αναστολέα είναι 

ικανοποιητική καθώς τα απενεργοποιηµένα µόρια του ενζύµου δεν αντικαθίστανται 

επαρκώς από ενεργά µόρια του ενζύµου, στο ενζυµικό στρώµα.  Έτσι η απόκριση του 

βιοαισθητήρα εξαρτάται από την ταχύτητα µετατροπής του υποστρώµατος από το 

ενζυµικό στρώµα και έχουµε κινητικό έλεγχο της απόκρισης50.  Κάτω από αυτές τις 

συνθήκες, ο βιοαισθητήρας παρουσιάζει σαφώς µικρότερη απόκριση από 

αντίστοιχους βιοαισθητήρες που ελέγχονται από τη διάχυση του υποστρώµατος, αλλά 

εµφανίζει µεγαλύτερη ευαισθησία ως προς τους αναστολείς. 

Η επιλογή ανάµεσα σε κινητικές συνθήκες ή συνθήκες ελεγχόµενες από τη διάχυση 

επιτυχγάνεται µέσω της ρύθµισης του ενζυµικού φορτίου όπως αναφέρθηκε, αλλά και 

της συγκέντρωσης του υποστρώµατος.  Πολύ υψηλές συγκεντρώσεις του 

υποστρώµατος οδηγούν στην αναστολή του ενζύµου και εποµένως στην αδυναµία να 

µετρηθούν τα παρασιτοκτόνα µε ακρίβεια.  Γι’αυτό το λόγο επιλέγεται µία 

συγκέντρωση υποστρώµατος που είναι στο γραµµικό εύρος του βιοαισθητήρα και 

κοντά στο άνω όριο ανίχνευσης. 

Τέλος η επώαση των βιοαισθητήρων µε τον αναστολέα έχει καθοριστικό ρόλο στην 

ανίχνευση των παρασιτοκτόνων.  Στους αντιστρεπτούς αναστολείς η επώαση µε το 

παρασιτοκτόνο πραγµατοποιείται παρουσία του υποστρώµατος.  Αντίθετα στους µη 

αντιστρεπτούς αναστολείς όπως είναι τα οργανοφωσφορικά παρασιτοκτόνα, η 

διαδικασία αναστολής πραγµατοποιείται απουσία του υποστρώµατος και η µείωση 

της ενεργότητας του ενζύµου αυξάνεται µε το χρόνο επώασης στο διάλυµα του 

παρασιτοκτόνου.  Με τη µέθοδο της επώασης στο παρασιτοκτόνο πριν την αντίδραση 
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µε το υπόστρωµα επιτυχγάνονται χαµηλότερα όρια ανίχνευσης σε σύγκριση µε την 

επώαση παρουσία του υποστρώµατος51. 

Η διαδικασία µέτρησης των οργανοφωσφορκών παρασιτοκτόνων περιλαµβάνει τα 

ακόλουθα στάδια: 

1. Μέτρηση της αρχικής απόκρισης του βιοαισθητήρα Finitial. 

2. Επώαση του βιοαισθητήρα µε το διάλυµα του παρασιτοκτόνου για 

συγκεκριµένο χρονικό διάστηµα. 

3. Μέτρηση της τελικής απόκρισης του βιοαισθητήρα Ffinal.  

Η αναστολή της δράσης του ενζύµου οδηγεί στη µείωση της τελικής απόκρισης του 

αισθητήρα.  Το ποσοστό της µείωσης της απόκρισης συσχετίζεται τελικά µε τη 

συγκέντρωση του παρασιτοκτόνου.  Υπό κινητικές συνθήκες, και για µη 

αντιστρεπτούς αναστολείς συγκέντρωσης C το ποσοστό αναστολής (Ι%) είναι 

ανάλογο του ποσοστού του απενεργοποιηµένου ενζύµου και δίνεται από τη σχέση 
52,53: 

 

tCk*100
}{E

{EI}I% i
0

ln−==  

 
Η ποσότητα του ενεργού ενζύµου πριν και µετά την επώαση µε τον αναστολέα ({Ε0} 

και {Ε} αντίστοιχα) είναι απευθείας ανάλογη της αρχικής και τελικής απόκρισης του 

βιοαισθητήρα αντίστοιχα (Finitial και Ffinal) και τελικά ισχύει: 
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Από το ποσοστό αναστολής (Ι%) σε σχέση µε το λογάριθµο της συγκέντρωσης του 

παρασιτοκτόνου (logC) προκύπτει η καµπύλη βαθµονόµησης του βιοαισθητήρα ή 

αλλιώς η καµπύλη αναστολής.  Η ευαισθησία του βιοαισθητήρα βρίσκεται από το 

γραµµικό τµήµα της καµπύλης.  Το όριο ανίχνευσης καθορίζεται µε βάση τη σχετική 

τυπική απόκλιση των µετρήσεων (%RSD) και ορίζεται ως η συγκέντρωση εκείνη του 

αναστολέα που προκαλεί αναστολή ίση µε Ι%=3*RSD.  Τέλος, η επιλεκτικότητα 
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έναντι διαφορετικών αναστολέων υπολογίζεται από το λόγο των κλίσεων των 

καµπυλών βαθµονόµησης, που έχουν ληφθεί κάτω από ακριβώς ίδιες πειραµατικές 

συνθήκες.   

Στην εργασία αυτή αναπτύσσεται και αξιολογείται ένας καινοτόµος οπτικός 

βιοαισθητήρας παρασιτοκτόνων που βασίζεται σε λιποσώµατα. 
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7.3  Ανάπτυξη Βιοαισθητήρα Ακετυλοχολινεστεράσης βασισµένου σε 

Λιποσώµατα 

 
Κατασκευή Βιοαισθητήρα Λιποσωµάτων 

Το ασταθές ένζυµο ακετυλοχολινεστεράση ακινητοποιείται στο εσωτερικό των 

λιποσωµάτων ακολουθώντας την τεχνική της ενυδάτωσης της λιπιδικής µεµβράνης 

(lipid film's hydration technique)54.  Αρχικά 5mg φωσφατιδυλοχολίνης αναµιγνύονται 

µε 5µL διαλύµατος της πορίνης OmpF (2mg/mL σε 1% octyl-POE απορρυπαντικό).  

Στη συνέχεια στο διάλυµα προστίθενται σταδιακά 100µL ρυθµιστικού διαλύµατος 

µονόξινων και δισόξινων φωσφορικών 25mΜ pH 7.8, 100µL ακετυλχολινεστεράσης 

(~500 OD/mL) και 30µL του φθορισµοµετρικού δείκτη πυρανίνη (7.6x10-5M).  

Ακολουθεί διαδοχική ψύξη και τήξη του διαλύµατος τοποθετώντας το για 5s σε υγρό 

άζωτο (-195o C) και στη συνέχεια για 30s σε υδρόλουτρο στους 37οC.  Κατά την 

ψύξη του διαλύµατος η µεµβράνη των σχηµατιζόµενων λιποσωµάτων σπάει σε 

ορισµένα σηµεία λόγω της διόγκωσης του νερού στο εσωτερικό τους.  Στη συνέχεια 

κατά τη διαδικασία της τήξης, η µεµβράνη των λιποσωµάτων επανασχηµατίζεται, 

εγκλωβίζοντας στο εσωτερικό τους διάλυµα µε ακετυλοχολινεστεράση.  Με τη 

διαδοχική ψύξη-τήξη του µίγµατος, επιτυγχάνεται η εισαγωγή της 

ακετυλοχολινεστεράσης στο εσωτερικό των λιποσωµάτων.  Σύµφωνα µε µελέτες το 

ποσοστό του ενζύµου που ενθυλακώνεται στα λιποσώµατα αυξάνεται µε αύξηση του 

αριθµού των κύκλων ψύξης-τήξης του µίγµατος54.  Αν και η ακινητοποίηση της 

ακετυλοχολινεστεράσης είναι ικανοποιητική µετά από 10 κύκλους ψύξης-τήξης, 

παρόλα αυτά πραγµατοποιούνται 50 κύκλοι55 ψύξης και τήξης του µίγµατος ώστε να 

επιτευχθεί η µέγιστη δυνατή ενθυλάκωση του ενζύµου ενώ µετά από κάθε κύκλο το 

µίγµα αναδεύεται καλά.  Στη συνέχεια, το µίγµα αραιώνεται σε τελικό όγκο 1mL µε 

ρυθµιστικό διάλυµα και περνάει από φίλτρο πολυανθρακικού εστέρα 0.2µm δέκα 

φορές τουλάχιστον.  Με τη διήθηση του διαλύµατος τα λιποσώµατα µεγάλου 

µεγέθους σπάνε και τελικά σχηµατίζονται λιποσώµατα µε παρόµοιο µέγεθος χωρίς 

απώλεια ενζύµου.  Το ένζυµο που δεν εισέρχεται στα λιποσώµατα και βρίσκεται 

ελεύθερο στο διάλυµα, αποικοδοµείται µε την εισαγωγή στο διάλυµα των 

λιποσωµάτων 5mg/mL προνάσης (πρωτεάσης) και επώαση για 3 ώρες στους 25 οC. 
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Προσδιοριµός Ενεργότητας Ενζύµου 

Το ποσοστό της AChE που εγκλωβίζεται στα λιποσώµατα υπολογίζεται µε τη 

φασµατοφωτοµετρική µέθοδο Ellman56.  Συγκρίνεται η αρχική ενεργότητα του 

ενζύµου (πριν την ανάµιξη του µε τα λιποσώµατα) και η ενεργότητα του ενζύµου που 

δεν εγκλωβίστηκε στα λιποσώµατα αλλά παρέµεινε ελεύθερο στο διάλυµα.  Η 

µέτρηση της ενεργότητας της AChE βασίζεται στην παρακολούθηση της κινητικής 

της αντίδρασης της µε το υπόστρωµα ακετυλθειοχολινοϊωδίδιο (ΑCThI).  Κατά την 

αντίδραση της AChE µε ΑCThI παράγεται οξικό οξύ και θειοχολίνη.  H θειοχολίνη 

στη συνέχεια αντιδρά µε το διθειονιτροβενζοϊκό οξύ που περιέχεται στο 

αντιδραστήριο Ellman και παράγεται θειονιτροβενζοϊκό οξύ το οποίο έχει κίτρινο 

χρώµα και απορροφά στα 412nm.  Από την κλίση της καµπύλης της απορρόφησης σε 

συνάρτηση µε το χρόνο προσδιορίζεται η ενεργότητα του ενζύµου (Abs min-1 mL-1).  

Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή προσδιορίζεται ότι το 20% της AChE εγκλωβίζεται στο 

εσωτερικό των λιποσωµάτων.  

Προσδιοριµός Μεγέθους Λιποσωµάτων 

Ακολουθώντας την παραπάνω διαδικασία παρασκευής λιποσωµάτων 

παρασκευάζονται δοµές µε µία µόνο λιπιδική διπλοστοιβάδα55.  Το µέγεθος των 

λιποσωµάτων µε το ένζυµο προσδιορίζεται µε δυναµική σκέδαση φωτός (Dynamic 

Light Scattering) (Εργαστήριο Σκέδασης Φωτός, ΙΤΕ, Καθηγητής Α. Κ. Ρίζος).  

Παρατηρείται µία οµοιοµορφία στο µέγεθος των λιποσωµάτων και η διάµετρος τους 

είναι περίπου 300 ± 4nm. 

Σταθερότητα Βιοαισθητήρα Λιποσωµάτων 

Για τη µελέτη της σταθερότητας αποθήκευσης του βιοαισθητήρα λιποσωµάτων 

κατασκευάζεται ένα δείγµα λιποσωµάτων µε ΑChE το οποίο φυλάσσεται στους 4 οC 

για 50 µέρες.  Ανά τακτά χρονικά διαστήµατα τµήµα του δείγµατος λαµβάνεται και 

εξετάζεται η ενεργότητα του ενζύµου σε θερµοκρασία δωµατίου µέσω της 

φασµατοφωτοµετρικής µεθόδου Ellman56.  Παράλληλα µε το δείγµα λιποσωµάτων 

παρασκευάζεται και µελετάται κάτω από τις ίδιες συνθήκες η σταθερότητα ενός 

διαλύµατος ακετυλοχολινεστεράσης αντίστοιχης ενεργότητας µε αυτή που έχει 

ενθυλακωθεί στα λιποσώµατα.  Στην Εικόνα 2 παρουσιάζεται η σταθερότητα του 

βιοαισθητήρα λιποσωµάτων έναντι της σταθερότητας του διαλύµατος 

ακετυλοχολινεστεράσης σε χρονικό διάστηµα 50 ηµερών.  Όπως φαίνεται και στο 
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διάγραµµα η ενεργότητα της AChE στο εσωτερικό των λιποσωµάτων παραµένει 

σταθερή κατά τη διάρκεια των 50 ηµερών.  Η παρατηρούµενη άνοδος της 

ενεργότητας τις πρώτες 3 εβδοµάδες είναι ένα φαινόµενο που παρατηρείται συχνά 

στους βιοαισθητήρες και αποδίδεται σε αλλαγές της τριτοταγούς δοµής του ενζύµου 

µέσα στις κοιλότητες του υλικού ακινητοποίησης 57.  Αντίθετα, η ενεργότητα της 

AChE σε διάλυµα µειώνεται στο 50% της αρχικής της τιµής ήδη από τον πρώτο 

µήνα, παρουσιάζοντας µόλις 34% ενεργότητα µετά από 50 ηµέρες.  Τα λιποσώµατα 

εποµένως παρέχουν ένα κατάλληλο περιβάλλον για τη σταθεροποίηση βιολογικών 

µορίων όπως αποδεικνύεται από τη µεγάλη σταθερότητα του βιοαισθητήρα των 

λιποσωµάτων που κατασκευάστηκε. 
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Εικόνα 2.  Σταθερότητα AChE στο εσωτερικό των λιποσωµάτων και ελεύθερης σε διάλυµα 

στους 4 oC. 

Επιλογή Μεθόδου Παρακολούθησης της Ενζυµικής Αντίδρασης 

Η παρακολούθηση των ενζυµικών αντιδράσεων βασίζεται συνήθως στην ανίχνευση 

των παραγόµενων προϊόντων.  Όταν τα προϊόντα αυτά είναι οξέα, τότε µεταβάλλεται 

η τιµή του pH του διαλύµατος και είναι εφικτή η ανίχνευση της συγκέντρωσης του 

υποστρώµατος του ενζύµου µέσω της µεταβολής στην τιµή του pH.  Η ενζυµική 

αντίδραση της AChE φαίνεται στο ακόλουθο σχήµα: 
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Η ακετυλοχολινεστεράση (AChE) καταλύει την υδρόλυση της ακετυλοθειοχολίνης 

προς θειοχολίνη και οξικό οξύ.  Το παραγόµενο οξύ µεταβάλλει τοπικά το pH του 

διαλύµατος στο ευρύτερο περιβάλλον του ενζύµου.  Η ενεργότητα του ενζύµου στο 

εσωτερικό των λιποσωµάτων συνήθως προσδιορίζεται µε τη φασµατοφωτοµετρική 

µέθοδο Ellman54,56.  Ωστόσο στην παρούσα εργασία επιλέγεται η φθορισµοµετρική 

παρακολούθηση της ενζυµικής αντίδρασης µέσω φθορίζοντων δεικτών έναντι της 

οπτικής µεθόδου Ellman.  Η επιλογή αυτή έγκειται στο γεγονός ότι η φθορισµοµετρία 

παρέχει µεγαλύτερη ευαισθησία και επιλεκτικότητα, χαµηλότερα όρια ανίχνευσης, 

µικρότερη επίδραση από παρεµποδίζουσες ουσίες και µεγαλύτερο γραµµικό εύρος 

της µετρούµενης αναλυτικής παραµέτρου.  Παράλληλα η εισαγωγή ενός 

φθορισµοµετρικού δείκτη που είναι ευαίσθητος σε µεταβολές του pH στο 

βιοαισθητήρα των λιποσωµάτων επιτρέπει την άµεση παρακολούθηση της ενζυµικής 

αντίδρασης σε ένα µόνο βήµα, σε αντίθεση µε τη µέθοδο Ellman όπου απαιτούνται 

δύο βήµατα, η ενζυµική αντίδραση και στη συνέχεια η αντίδραση Ellman.  Η 

ανάπτυξη ενός ευαίσθητου συστήµατος φθορισµοµετρικής ανίχνευσης, όπου το 

ένζυµο θα είναι σταθεροποιηµένο µέσα σε λιποσώµατα µπορεί να οδηγήσει σε ένα 

βιοαισθητήρα µε αυξηµένη σταθερότητα και βελτιωµένα αναλυτικά χαρακτηριστικά. 

Επιλογή Φθορισµοµετρικού ∆είκτη 

Η καταλυτική δράση της ακετυλοχολινεστεράσης είναι βέλτιστη όταν το ένζυµο 

βρίσκεται σε υδατικά διαλύµατα ουδέτερου pH.  Έτσι για την ανάπτυξη ενός 

φθορισµοµετρικού βιοαισθητήρα AChE απαιτείται ένας φθορισµοµετρικός δείκτης 

pH που εµφανίζει τιµές pKa πολύ κοντά στο 7.0.  Μετά από εκτενή βιβλιογραφική 

έρευνα αποδείχτηκε ότι η πυρανίνη πληρεί όλες τις προϋποθέσεις και εποµένως είναι 

η καταλληλότερη για το βιοαισθητήρα λιποσωµάτων (Εικόνα 3).  Η πυρανίνη είναι 

ένας φθορισµοµετρικός δείκτης ευαίσθητος σε µεταβολές του pH, έχει pKa = 7.3 και 

µήκη κύµατος διέγερσης και εκποµπής τα 460nm και 513nm αντίστοιχα.  

Χαρακτηριστικό της πυρανίνης είναι ότι δε διαπερνά τις µεµβράνες και είναι αρκετά 

ευδιάλυτη στο νερό58.  Μάλιστα έχει χρησιµοποιηθεί για την παρακολούθηση των 

µεταβολών του pH στο εσωτερικό των βακτηρίων Ε.coli59.  Όλες αυτές οι ιδιότητες 

AChE 
ακετυλοθειοχολίνη  +  H2O θειοχολίνη  +  οξικό οξύ 
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της πυρανίνης συνέβαλαν ώστε να επιλεχθεί ως ο καταλληλότερος και πιο 

ευαίσθητος δείκτης για το βιοαισθητήρα λιποσωµάτων.  

  OH

SO3
-SO3

-

SO3
-

 

Εικόνα 3.  ∆οµή του φθορισµοµετρικού δείκτη πυρανίνη. 

Προκειµένου να προσδιοριστεί το εύρος του pH στο οποίο λειτουργεί βέλτιστα ο 

βιοαισθητήρας λιποσωµάτων πραγµατοποιείται πεχαµετρική τιτλοδότηση του δείκτη 

πυρανίνη.   
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Εικόνα 4.  Πεχαµετρική καµπύλη τιτλοδότησης του δείκτη πυρανίνη.  Εξασθένηση της 

έντασης του φθορισµού της πυρανίνης στα 513nm µε µείωση του pH.  

Όπως φαίνεται και στην καµπύλη τιτλοδότησης (Εικόνα 4) η ένταση του φθορισµού 

της πυρανίνης ελαττώνεται γραµµικά µε τη µείωση του pH στο εύρος 7.0 µε 7.8.  

Επίσης λόγω της µεγάλης ευαισθησίας του δείκτη στις αλλαγές του pH είναι δυνατή 
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η ανίχνευση πολύ µικρών µεταβολών του pH.  Με βάση την καµπύλη τιτλοδότησης η 

τιµή pH 7.8 επιλέγεται ως την καταλληλότερη για το βιοαισθητήρα λιποσωµάτων 

ώστε να εξασφαλιστεί η υψηλότερη δυνατή ευαισθησία και το µεγαλύτερο εύρος 

απόκρισης για την ανίχνευση των µεταβολών του pH. 

∆ιαδικασία µέτρησης 

Σε κυψελίδες φθορισµού εισάγονται οι βιοαισθητήρες λιποσωµάτων (20µL) και στη 

συνέχεια το υπόστρωµα ακετυλοθειοχολίνη (50µL).  Το υπόστρωµα εισέρχεται στο 

εσωτερικό των λιποσωµάτων µέσω των πορινών που βρίσκονται στη µεµβράνη των 

λιποσωµάτων.  Στο εσωτερικό των λιποσωµάτων πραγµατοποιείται η ενζυµική 

αντίδραση και το παραγόµενο οξικό οξύ µειώνει τοπικά το pH του διαλύµατος στο 

ευρύτερο περιβάλλον του ενζύµου.  Η µείωση στην τιµή του pH συµβάλλει στη 

µείωση της έντασης του φθορισµού του δείκτη πυρανίνη, η οποία συσχετίζεται άµεσα 

µε τη συγκέντρωση του υποστρώµατος.  Η σχηµατική αναπαράσταση του 

βιοαισθητήρα AChE που βασίζεται σε λιποσώµατα παρουσιάζεται στην Εικόνα 5.  

Για να επιβεβαιωθεί ότι το υπόστρωµα εισέρχεται στο εσωτερικό των λιποσωµάτων 

µέσω των πορινών παρασκευάστηκαν βιοαισθητήρες AChE/λιποσωµάτων χωρίς την 

παρουσία πορινών.  Οι βιοαισθητήρες δεν παρουσίασαν απόκριση στο υπόστρωµα 

ακετυλοθειοχολίνη.  Παράλληλα κατά την επώαση των βιοαισθητήρων αυτών µε 

απορρυπαντικό Triton X-100 η απόκριση στο υπόστρωµα επανακτήθηκε λόγω της 

διάσπασης των λιποσωµάτων παρουσία του απορρυπαντικού.  Γίνεται εποµένως 

αντιληπτό ότι το ένζυµο AChE βρίσκεται στο εσωτερικό περιβάλλον των 

λιποσωµάτων. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Σχηµατική αναπαράσταση του βιοαισθητήρα AChE που βασίζεται σε λιποσώµατα. 

  

Lipids 

porin enzyme substrate fluorescent 
indicator 
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Αναλυτικά Χαρακτηριστικά Βιοαισθητήρα Λιποσωµάτων 

Τα αναλυτικά χαρακτηριστικά του βιοαισθητήρα λιποσωµάτων αξιολογούνται 

εξετάζοντας την απόκριση του αισθητήρα στο υπόστρωµα ακετυλοθειοχολίνη.  Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 6Α η ένταση του φθορισµού του δείκτη στο εσωτερικό των 

λιποσωµάτων µειώνεται µε την πάροδο του χρόνου για διάφορες συγκεντρώσεις 

υποστρώµατος.  Ο χρόνος απόκρισης του βιοαισθητήρα κυµαίνεται από 1 έως 5 min 

ανάλογα µε τη συγκέντρωση του υποστρώµατος.  Το χρονικό διάστηµα των 5 min 

είναι αρκετά ικανοποιητικό για να µετράται η απόκριση του βιοαισθητήρα, καθώς η 

διαφορά στο σήµα φθορισµού για τις διαφορετικές συγκεντρώσεις υποστρώµατος 

είναι αρκετά µεγάλη.  Στην Εικόνα 6Β παρουσιάζεται η καµπύλη βαθµονόµησης του 

βιοαισθητήρα λιποσωµάτων µετά από 10min αντίδραση µε το υπόστρωµα.  

Παρατηρείται ότι υπάρχει γραµµική συσχέτιση µεταξύ της µεταβολής της έντασης 

του φθορισµού του δείκτη και της συγκέντρωσης του υποστρώµατος.  Η ευαισθησία 

του βιοαισθητήρα είναι 8.1x10-3 Abs min-1 mM-1 για συγκεντρώσεις υποστρώµατος 

µεταξύ 1.0 - 13.3 mM, και το όριο ανίχνευσης είναι µικρότερο από 1.0 mM.  Η 

επαναληψιµότητα των µετρήσεων για το ίδιο εύρος συγκεντρώσεων είναι πολύ 

ικανοποιητική (RSD < 10%, n=3).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6.  Α) Σήµα φθορισµού του βιοαισθητήρα AChE βασισµένου σε λιποσώµατα σε 

συνάρτηση µε το χρόνο, για διαφορετικές συγκεντρώσεις ATChCl 2.5, 5.0, 10.0 και 13.3 

mM.  Β) Καµπύλη αναφοράς του βιοαισθητήρα AChE βασισµένου σε λιποσώµατα.  Η 

ένταση του φθορισµού µετράται 10min µετά την προσθήκη του ATChCl.  (ανίχνευση στα 

513nm, ενζυµικό φορτίο 6.4 pmoles). 
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Από τα παραπάνω αποτελέσµατα διαπιστώνουµε ότι ο βιοαισθητήρας λιποσωµάτων 

που παρασκευάστηκε παρουσιάζει πολύ καλά αναλυτικά χαρακτηριστικά.  Παρόλο 

που η ποσότητα του ενζύµου σε κάθε βιοαισθητήρα είναι αρκετά µικρή (6.4pmol), 

είναι ικανοποιητική για να εξασφαλιστεί αξιόπιστο σήµα φθορισµού για τις 

µετρήσεις.  Γίνεται εποµένως αντιληπτό ότι ο βιοαισθητήρας λιποσωµάτων µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για την ανίχνευση παρασιτοκτόνων µε µεγάλη ευαισθησία και 

χαµηλά όρια ανίχνευσης. 

 

7.4  Ανίχνευση Παρασιτοκτόνων µε το Βιοαισθητήρα Ακετυλοχολινεστεράσης 

Ο βιοαισθητήρας λιποσωµάτων που αναπτύχθηκε βρίσκει εφαρµογή στην ανίχνευση 

παρασιτοκτόνων.  Συγκεκριµένα χρησιµοποιείται για την ανίχνευση δύο ευρέως 

διαδεδοµένων οργανοφωσφορικών παρασιτοκτόνων, του Dichlorvos (2,2-

Dichlorovinyl dimethyl phosphate) και του Paraoxon (dietyl-p-nitro-phenyl-

phosphate) (Εικόνα 7).  Και τα δύο αυτά παρασιτοκτόνα είναι τοξικά και µάλιστα το 

Dichlorvos έχει χαρακτηριστεί από την Παγκόσµια Οργάνωση Υγείας ως «υψηλής 

τοξικότητας» παρασιτοκτόνο καθώς εµφανίζει υψηλή πτητικότητα, που το καθιστά 

επικίνδυνο για τη δηµόσια υγεία. 

 

CH O P

O

OMe

OMeC
Cl

Cl

Dichlorvos

O2N O P

O

OCH3

OCH3

Paraoxon-methylDichlorvos 
 

Εικόνα 7.  ∆οµή των οργανοφωσφορικών παρασιτοκτόνων dichlorvos και paraoxon. 

Τα παρασιτοκτόνα όπως αναφέρθηκε λειτουργούν ως αναστολείς του ενζύµου AChE 

παρεµποδίζοντας την ενζυµική αντίδραση.  Έτσι µε την εισαγωγή του 

παρασιτοκτόνου στο εσωτερικό των λιποσωµάτων µέσω των πορινών, παρατηρείται 

µείωση του παραγόµενου οξικού οξέος και κατά συνέπεια µείωση της έντασης του 

φθορισµού του δείκτη σε σύγκριση µε αυτή που εµφανίζει απουσία παρασιτοκτόνων 

(Εικόνα 8).  Η µειωµένη αυτή απόκριση του βιοαισθητήρα στο υπόστρωµα 

συσχετίζεται άµεσα µε τη συγκέντρωση του παρασιτοκτόνου που εισήχθη στο 

εσωτερικό των λιποσωµάτων.   
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Το ενζυµικό φορτίο σε κάθε βιοαισθητήρα είναι 6.4 pmol.  Αρχικά οι βιοαισθητήρες 

λιποσωµάτων επωάζονται µε διαλύµατα διαφορετικών συγκεντρώσεων 

παρασιτοκτόνων για 15min και στη συνέχεια µετράται η απόκριση τους σε 10mΜ 

ακετυλοθειοχολίνη.  Η συγκέντρωση αυτή του υποστρώµατος επιλέγεται για όλες τις 

µετρήσεις από την καµπύλη αναφοράς του βιοαισθητήρα στο υπόστρωµα.  Πολύ 

υψηλές συγκεντρώσεις του υποστρώµατος οδηγούν στην αναστολή του ενζύµου και 

εποµένως στην αδυναµία να µετρηθούν τα παρασιτοκτόνα µε ακρίβεια.  Γι’αυτό το 

λόγο επιλέγεται µία συγκέντρωση υποστρώµατος που είναι στο γραµµικό εύρος του 

βιοαισθητήρα και κοντά στο άνω όριο ανίχνευσης.  Το γραµµικό εύρος του 

βιοαισθητήρα AChE βασισµένου σε λιποσώµατα υπολογίστηκε ότι είναι µεταξύ 1.0 - 

13.3 mM υποστρώµατος, όπως αναφέρθηκε παραπάνω.  Έτσι η συγκέντρωση των 

10mM υποστρώµατος εκτιµάται ως την καταλληλότερη για να εξασφαλιστεί η 

ικανοποιητική απόκριση του βιοαισθητήρα.  Στις Εικόνες 9 (Α και Β) παρουσιάζεται 

η µεταβολή της απόκρισης του βιοαισθητήρα λιποσωµάτων στο υπόστρωµα µετά από 

επώαση σε διαφορετικές συγκεντρώσεις Dichlorvos και Paraoxon αντίστοιχα.  Η 

αύξηση της συγκέντρωσης του παρασιτοκτόνου προκαλεί µείωση στην ένταση του 

φθορισµού του δείκτη.  Η επαναληψιµότητα των µετρήσεων είναι πολύ 

ικανοποιητική (RSD < 10%, n=3).   

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8. Σχηµατική αναπαράσταση της αναστολής του βιοαισθητήρα AChE που βασίζεται 

σε λιποσώµατα. 

 
Το επί τοις εκατό ποσοστό αναστολής (Ι%) που προκαλούν τα παρασιτοκτόνα 

υπολογίζεται από την ακόλουθη σχέση: 
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Εικόνα 9. Σήµα φθορισµού του βιοαισθητήρα AChE βασισµένου σε λιποσώµατα σε 

συνάρτηση µε το χρόνο, για διαφορετικές συγκεντρώσεις (A) dichlorvos και (B) paraoxon. 

(ανίχνευση στα 513nm, ενζυµικό φορτίο 6.4 pmoles, συγκέντρωση ATChCl 10mM). 

όπου Finitial  η ένταση του φθορισµού του δείκτη απουσία του παρασιτοκτόνου και 

Ffinal  η ένταση του φθορισµού παρουσία του παρασιτοκτόνου.  Η καµπύλη 

βαθµονόµησης της αναστολής προκύπτει από το ποσοστό της αναστολής (Ι%) σε 

σχέση µε το λογάριθµο της συγκέντρωσης του παρασιτοκτόνου 

(log[παρασιτοκτόνου]).  Οι καµπύλες αναστολής του βιοαισθητήρα λιποσωµάτων 

στα παρασιτοκτόνα Dichlorvos και Paraoxon 30 λεπτά µετά την προσθήκη του 

υποστρώµατος παρουσιάζονται στις Εικόνες 10 (Α και Β).  Οι καµπύλες είναι 

σιγµοειδής όπως άλλωστε αναµενόταν και το ποσοστό αναστολής κυµαίνεται από 

13% έως 80% για συγκεντρώσεις παρασιτοκτόνου από 10-12 M έως 10-6 M.  

Συγκεντρώσεις παρασιτοκτόνου υψηλότερες από 10-6 M προκαλούν πλήρη αναστολή 

του βιοαισθητήρα.  Επειδή τα σφάλµατα στις χαµηλές συγκεντρώσεις 

παρασιτικτόνων επικαλύπτονται, τα όρια ανίχνευσης του βιοαισθητήρα 

υπολογίζονται για ποσοστό αναστολής ίσο µε 25% και βρίσκονται ότι είναι ίσα µε 

2.0x10–10 M για το Dichlorvos και 6.7x10–10 M για το Paraoxon.  Το χαµηλότερο όριο 

ανίχνευσης στην περίπτωση του Dichlorvos αποδίδεται στο γεγονός ότι το ένζυµο 

εµφανίζει µεγαλύτερη σταθερά δέσµευσης για το Dichlorvos έναντι του Paraoxon.  

Οι τιµές αυτές των ορίων ανίχνευσης είναι από τις χαµηλότερες που έχουν επιτευχθεί 

µέχρι σήµερα µε φθορισµοµετρικές µεθόδους που βασίζονται στις µεταβολές του pH.  
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Εφόσον το ενζυµικό φορτίο των βιοαισθητήρων αναστολής επηρεάζει το κάτω και 

άνω όριο ανίχνευσης των βιοαισθητήρων, αναµένεται η µείωση του ενζυµικού 

φορτίου είτε µε εισαγωγή λιγότερου ενζύµου στο εσωτερικό των λιποσωµάτων είτε 

µε µείωση της ποσότητας των βιοαισθητήρων AChE/λιποσωµάτων που 

χρησιµοποιούνται σε κάθε µέτρηση, να οδηγήσει σε ακόµη χαµηλότερα όρια 

ανίχνευσης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10.  Καµπύλες αναστολής του βιοαισθητήρα AChE που βασίζεται σε λιποσώµατα 

στα παρασιτοκτόνα Α) dichlorvos και Β) paraoxon (ενζυµικό φορτίο 6.4 pmoles, 

συγκέντρωση ATChCl 10mM, χρόνος επώασης µε το παρασιτοκτόνο 15min). 

Εφαρµογή του Βιοαισθητήρα Ακετυλοχολινεστεράσης στην Ανίχνευση 

Παρασιτοκτόνων σε Πόσιµο Νερό 

Ο βιοαισθητήρας λιποσωµάτων που παρασκευάστηκε αξιολογήθηκε για τη 

δυνατότητα ανίχνευσης παρασιτοκτόνων σε δείγµατα πόσιµου νερού.  Στο πόσιµο 

νερό υπάρχουν πολλές παρεµποδίζουσες ουσίες όπως διάφορα παρασιτοκτόνα και 

µέταλλα που αναστέλλουν τη δράση της Ακετυλοχολινεστεράσης.  Για αυτό το λόγο 

οι βιοαισθητήρες AChE δεν µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την ανίχνευση ενός 

συγκεκριµένου παρασιτοκτόνου σε πραγµατικά δείγµατα αλλά µόνο για τη µέτρηση 

της ολικής τοξικότητας των δειγµάτων.  Η εύρεση της ολικής τοξικότητας των 

δειγµάτων νερού πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο της προσθήκης γνωστής 

ποσότητας.  Γνωστές συγκεντρώσεις του παρασιτοκτόνου Dichlorvos προστίθενται 

στα δείγµατα νερού ώστε να βρεθεί η ολική τοξικότητα στο αρχικό άγνωστο δείγµα.  

Στην Εικόνα 11 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των µετρήσεων που προέκυψαν 
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από τις διαδοχικές προσθήκες Dichlorvos στα δείγµατα πόσιµου νερού.  Από τις 

γραφικές παραστάσεις υπολογίζεται ότι η ολική τοξικότητα στο αρδευτικό σύστηµα 

του Πανεπιστηµίου Κρήτης και σε αυτό της πόλης του Ηρακλείου είναι 1nM και 3nM 

αντίστοιχα.  Η µικρότερη ολική τοξικότητα στο δείγµα του νερού του Πανεπιστηµίου 

Κρήτης πιθανότατα οφείλεται στο σύστηµα καθαρισµού του νερού που 

χρησιµοποιείται στο Πανεπιστήµιο Κρήτης.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11. Προσδιορισµός της ολικής τοξικότητας στο αρδευτικό σύστηµα του 

Πανεπιστηµίου Κρήτης και της πόλης του Ηρακλείου µε τη µέθοδο προσθήκης γνωστής 

ποσότητας. 

 

7.5  Εισαγωγή βιοαισθητήρα Ακετυλοχολινεστεράσης βασισµένου σε 

Λιποσώµατα σε πηκτή πυριτίου (sol gel) 

Ο βιοαισθητήρας λιποσωµάτων που παρασκευάστηκε µπορεί να χρησιµοποιηθεί µόνο 

για µία µέτρηση.  Προκειµένου να αναπτυχθεί ένας αυτοτελής βιοαισθητήρας, τα 

λιποσώµατα µε το ενθυλακωµένο ένζυµο πρέπει να ακινητοποιηθούν σε ένα σταθερό 

υλικό στο οποίο θα διατηρείται πλήρως η ενεργότητα του ενζύµου.  Κάτω από αυτές 

τις συνθήκες ο βιοαισθητήρας θα µπορεί να χρησιµοποιηθεί για διαδοχικές µετρήσεις 

και παράλληλα θα µπορεί να εισαχθεί σε µικροσυσκευές (micro-devices) αλλά και σε 

συστήµατα µε έγχυση σε ροή (Flow Injection Systems). 

Ο βιοαισθητήρας λιποσωµάτων επιλέχθηκε σε αυτή την εργασία να εισαχθεί σε 

πηκτή πυριτίου (sol gel).  Η διαδικασία παρασκευής των sol gel πολυµερών 
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βελτιστοποιείται ώστε να προκύψουν µεµβράνες υψηλής µηχανικής αντοχής, καλής 

οπτικής διαπερατότητας, χωρίς την παρουσία ρωγµών και υψηλού ποσοστού 

συρρίκνωσης.  Το πρόδροµο µόριο που χρησιµοποιείται για την παρακευή των sol gel 

πολυµερών είναι ο τετραµεθυλορθοπυριτικός εστέρας (TMOS).  ∆ιάλυµα του TMOS 

σε H2O (5/1) µε καταλύτη 0.04Μ HCl τοποθετείται σε λουτρό υπερήχων για 20min 

ώστε να λάβει χώρα η αντίδραση υδρόλυσης.  Στη συνέχεια το διάλυµα του sol gel 

αναµιγνύεται µε το διάλυµα των λιποσωµάτων µε το ένζυµο και την πυρανίνη σε 

αναλογία 2:1 και το µίγµα τοποθετείται σε κυψελίδες.  Η αντίδραση πολυµερισµού 

πραγµατοποιείται µέσα σε λίγα λεπτά και οι κυψελίδες µε τις sol gel µεµβράνες και 

τα λιποσώµατα φυλάσσονται στους 4o C σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 25mM, 

pH=7.8, ώστε να αποφευχθεί η συρρίκνωση των µεµβρανών.  Το ένζυµο που 

ακινητοποιείται σε κάθε κυψελίδα είναι 6.4pmol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 12. Α) Σήµα φθορισµού του sol gel βιοαισθητήρα σε συνάρτηση µε το χρόνο, για 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ATChCl 1.0, 5.0, 16.6 και 33.3 mM.  Β) Καµπύλη αναφοράς 

του sol gel βιοαισθητήρα.  Η ένταση του φθορισµού µετράται 10min µετά την προσθήκη του 

ATChCl (ανίχνευση στα 513nm, ενζυµικό φορτίο 6.4 pmoles). 

Εξετάστηκε η απόκριση του sol gel βιοαισθητήρα σε συνάρτηση µε το χρόνο σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ακετυλοθειοχολίνης (Εικόνα 12Α).  Παρατηρείται ότι η 

ένταση του φθορισµού του δείκτη στις sol gel µεµβράνες µειώνεται µε την πάροδο 

του χρόνου για τις διάφορες συγκεντρώσεις υποστρώµατος.  Στην Εικόνα 12Β 

παρουσιάζεται η αντίστοιχη καµπύλη αναφοράς του βιοαισθητήρα 10min µετά την 

προσθήκη του υποστρώµατος.  Ο βιοαισθητήρας εµφανίζει γραµµική απόκριση για 
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συγκεντρώσεις υποστρώµατος από 1.0 έως 15.0 mM και η ευαισθησία του είναι 

7.5x10-3 Abs min-1 mM-1.  Η επαναληψιµότητα των µετρήσεων για το ίδιο εύρος 

συγκεντρώσεων είναι πολύ ικανοποιητική (RSD < 10%, n=3).   
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Εικόνα 13. Σήµα φθορισµού του sol gel βιοαισθητήρα σε συνάρτηση µε το χρόνο, για 

συγκέντρωση 16.6mM ATChCl. (●) sol-gel µε ελεύθερη AChE, και (■) sol-gel όπου η AChE 

είναι ακινητοποιηµένη σε λιποσώµατα (ανίχνευση στα 513nm, ενζυµικό φορτίο 6.4 pmoles). 

Κατά τη διαδικασία παρασκευής των sol gel µεµβρανών δηµιουργούνται ορισµένα 

παραπροϊόντα, όπως είναι η µεθανόλη η οποία µπορεί να είναι καταστρεπτική για το 

ένζυµο.  Προκειµένου να εξεταστεί αυτή η πιθανή παράµετρος, παρασκευάζονται δύο 

sol gel βιοαισθητήρες στους οποίους η ακετυλοχολινεστεράση είτε είναι 

ενθυλακωµένη σε λιποσώµατα είτε ελεύθερη µέσα στη sol gel µεµβράνη.  Μετράται 

η απόκριση των δύο βιοαισθητήρων στο υπόστρωµα (16.6mM ακετυλοθειοχολίνη) σε 

συνάρτηση µε το χρόνο.  Όπως φαίνεται στην Εικόνα 13, ο sol gel βιοαισθητήρας 

στον οποίο η AChE είναι ελεύθερη µέσα στη µεβράνη εµφανίζει πολύ µικρή 

απόκριση στο υπόστρωµα σε σύγκριση µε τον βιοαισθητήρα µε τα λιποσώµατα.  Η 

µειωµένη αυτή απόκριση του βιοαισθητήρα χωρίς τα λιποσώµατα µπορεί να αποδοθεί 

στη µερική απενεργοποίηση του ενζύµου µέσα στη sol gel µεµβράνη.  Στην 

προκειµένη περίπτωση αποδεικνύεται ότι τα λιποσώµατα προστατεύουν το ένζυµο 
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από την µεθανόλη που παράγεται κατά τη διαδικασία υδρόλυσης του sol gel 

διαλύµατος. 

Σύγκριση ελεύθερου βιοαισθητήρα λιποσωµάτων και ακινητοποιηµένου σε sol gel 

Οι βιοαισθητήρες λιποσωµάτων είτε είναι ακινητοποιηµένοι σε sol gel µεµβράνες 

είτε όχι, εµφανίζουν παρόµοια αναλυτικά χαρακτηριστικά.  Και στις δύο περιπτώσεις 

ο χρόνος απόκρισης του βιοαισθητήρα υπολογίζεται να είναι λιγότερο από 10min.  Η 

ευαισθησία του βιοαισθητήρα µε τη sol gel µεµβράνη είναι 7.5x10-3 Abs min-1 mM-1 

και είναι λίγο µικρότερη από την ευαισθησία του βιοαισθητήρα που δεν έχει 

ακινητοποιηθεί σε sol gel µεµβάνη.  Παράλληλα η φαινοµενική σταθερά Michaelis 

(KM
app) του sol gel βιοαισθητήρα υπολογίζεται να είναι 5.3 ενώ αυτή του 

βιοαισθητήρα χωρίς sol gel είναι 4.9, τιµές παραπλήσιες.  Γίνεται εποµένως 

αντιληπτό ότι η κινητική της ενζυµικής αντίδρασης της ακετυλοχολινεστεράσης δεν 

επηρεάζεται από την ακινητοποίηση του βιοαισθητήρα λιποσωµάτων στη sol gel 

µεµβράνη.  Έτσι ο βιοαισθητήρας λιποσωµάτων µπορεί να βρει πολλαπλές 

εφαρµογές καθώς η ακινητοποίησή του δεν εµποδίζει τη διάχυση του υποστρώµατος 

µέσα στο ενζυµικό στρώµα και δε µεταβάλλει σηµαντικά την κινητική της ενζυµικής 

αντίδρασης. 

Οπτική Μέθοδος για την Ποιοτική Ανίχνευση Παρασιτοκτόνων (Screening) 

Με βάση τον sol gel βιοαισθητήρα αναπτύχθηκε µία απλή οπτική µέθοδος για την 

ποιοτική ανίχνευση παρασιτοκτόνων.  Οι βιοαισθητήρες λιποσωµάτων αναµιγνύονται 

µε διάλυµα του sol gel σε αναλογία 2:1 και το µίγµα τοποθετείται σε συστοιχία από 

µικροκυψελίδες (microtiter plates) όπου και πολυµερίζεται.  Μετά την ολοκλήρωση 

του πολυµερισµού (3h περίπου) σε κάθε µικροκυψελίδα της συστοιχίας εισάγεται 

διαφορετική συγκέντρωση του παρασιτοκτόνου dichlorvos.  Μετά από 15min 

επώαση µε το παρασιτοκτόνο προστίθενται 10mM ακετυλοθειοχολίνης και 

εξετάζεται η µεταβολή στο χρώµα του δείκτη πυρανίνη σε κάθε µικροκυψελίδα.  

Παρατηρούνται µεταβολές του χρώµατος από ανοιχτό σε σκούρο πράσινο.  Στην 

Εικόνα 14 απεικονίζεται η συστοιχία των µικροκυψελίδων 15min µετά την προσθήκη 

του υποστρώµατος.  Οι κυψελίδες που δεν έχουν επωαστεί µε dichlorvos εµφανίζουν 

πολύ ανοιχτό πράσινο χρώµα σε αντίθεση µε τις κυψελίδες που έχουν επωαστεί µε 

10-6 M dichlorvos και εµφανίζουν σκούρο πράσινο χρώµα.  Ωστόσο για 

συγκεντρώσεις του dichlorvos µικρότερες από 10-6 Μ δεν είναι ευδιάκριτες οι 
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µεταβολές του χρώµατος του δείκτη.  Η οπτική αυτή µέθοδος µπορεί να µην παρέχει 

τα χαµηλά όρια ανίχνευσης που επιτυγχάνονται µε τη φθορισµοµετρική µέθοδο, 

ωστόσο µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως σύστηµα συναγερµού για την ποιοτική 

ανίχνευση παρασιτοκτόνων σε πραγµατικά δείγµατα.  

 

Εικόνα 14. Απεικόνηση της συστοιχίας από κυψέλες παρουσία διαφορετικών 

συγκεντρώσεων του παρασιτοκτόνου dichlorvos.  Η φωτογραφία λαµβάνεται 15min µετά την 

προσθήκη 10mM ATChCl (χρόνος επώασης µε το παρασιτοκτόνο 15min). 

 

7.6  Συµπεράσµατα 

Συνοψίζοντας στην εργασία αυτή αναπτύσσεται ένας φθορισµοµετρικός 

βιοαισθητήρας που βασίζεται στην ενθυλάκωση του ενζύµου AChE στο εσωτερικό 

µικρο-περιβάλλον των λιποσωµάτων.  Η AChE παρουσιάζει αυξηµένη σταθερότητα 

στο εσωτερικό των λιποσωµάτων καθώς διατηρεί την ενεργότητά της για 

τουλάχιστον 50 ηµέρες.  Η εισαγωγή πορινών στη µεµβράνη των λιποσωµάτων 

επιτρέπει τη µεταφορά του υποστρώµατος στο εσωτερικό των λιποσωµάτων και 

µέσω ενός φθορισµοµετρικού δείκτη ευαίσθητου σε µεταβολές του pH 

παρακολουθείται η ενζυµική αντίδραση.  Η απόκριση του βιοαισθητήρα στο 

υπόστρωµα ακετυλοθειοχολίνη είναι σχετικά γρήγορη και επαναλήψιµη.  Ο 

σφαιρικός αυτός βιοαισθητήρας διαµέτρου 300 ± 4 nm χρησιµοποιείται για την 

ανίχνευση δύο οργανοφωσφορικών παρασιτοκτόνων του Dichlorvos και του 
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Paraoxon.  Τα όρια ανίχνευσης για τα δύο παρασιτοκτόνα είναι της τάξης των 10-10 

M, και είναι από τα χαµηλότερα που έχουν επιτευχθεί µε φθορισµοµετρικό 

βιοαισθητήρα.  Παράλληλα ο βιοαισθητήρας χρησιµοποιείται για την ανίχνευση της 

ολικής τοξικότητας δειγµάτων πόσιµου νερού.  Κατά την εισαγωγή των λιποσωµάτων 

µε το ενθυλακωµένο ένζυµο σε sol gel µεµβράνες προκύπτει ένας αυτοτελής 

βιοαισθητήρας που εµφανίζει παρόµοια αναλυτικά χαρακτηριστικά µε το 

βιοαισθητήρα που δεν έχει ακινητοποιηθεί στη µεµβράνη.  Έτσι επιβεβαιώνεται η 

σταθερότητα του βιοαισθητήρα µε τα λιποσώµατα και παράλληλα αυξάνονται οι 

πιθανές εφαρµογές του.  Η ακινητοποίηση του βιοαισθητήρα λιποσωµάτων σε κάποιο 

υλικό στήριξης όχι µόνο επιτρέπει τη διαδοχική χρήση του σε πολλαπλές µετρήσεις 

αλλά και συµβάλλει στη δυνατότητα εισαγωγής του σε µικροσυσκευές αλλά και σε 

συστήµατα µε έγχυση σε ροή.  Ο sol gel βιοαισθητήρας χρησιµοποιείται για την 

ανάπτυξη µίας απλής οπτικής µεθόδου για την ποιοτική ανίχνευση παρασιτοκτόνων 

που βασίζεται απλά στην παρατήρηση της µεταβολής του χρώµατος του 

φθορισµοµετρικού δείκτη από ανοιχτό σε σκούρο πράσινο για συγκεντρώσεις 

παρασιτοκτόνου από 10-6Μ και µεγαλύτερες. 
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8.  ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 

Τα αποτελέσµατα που προκύπτουν από την εργασία αυτή επιβεβαιώνουν ότι οι 

νανοδοµές αποτελούν κατάλληλα υλικά για την ακινητοποίηση και σταθεροποίηση 

ενζύµων και την ανάπτυξη βιοαισθητήρων.  Οι βιοαισθητήρες που παρασκευάστηκαν 

παρουσίασαν αυξηµένη ευαισθησία και σταθερότητα και χαµηλά όρια ανίχνευσης.  H 

επιβεβαίωση της επίδρασης που έχει το µέγεθος των πόρων των νανοδοµών στη 

σταθερότητα των ενζύµων θέτει τις βάσεις για την ανάπτυξη νέων σταθερών 

βιοαισθητήρων. 

Ωστόσο περαιτέρω µελέτες απαιτούνται ώστε να αξιοποιηθούν όλες οι δυνατότητες 

που παρέχουν οι νανοδοµές για την ανάπτυξη βελτιωµένων βιοαισθητήρων.  Η 

δυνατότητα τροποποίησης της επιφάνειας των νανοδοµών είναι εφικτό να οδηγήσει 

σε υλικά µε συγκεκριµένες δραστικές οµάδες στην επιφάνειά τους, που σε 

συνδυασµό µε τον καθορισµό του µεγέθους των πόρων των νανοδοµών µπορεί να 

συµβάλλει στην ενίσχυση της σταθεροποίησης των βιολογικών µορίων.  Εποµένως 

θα ήταν ενδιαφέρον να εξεταστούν νανοπορώδη υλικά µε διάφορα µεγέθη πόρων και 

διάφορες δραστικές επιφανειακές οµάδες ως υποστρώµατα για την ανάπτυξη 

βιοαισθητήρων.  Παράλληλα η χηµική τροποποίηση των νανοϊνών άνθρακα είναι 

δυνατό να οδηγήσει σε υλικά µε ακόµα µεγαλύτερη δραστική επιφάνεια και 

συγκεκριµένες δραστικές οµάδες που θα αλληλεπιδρούν καλύτερα µε τα βιολογικά 

µόρια και θα συµβάλλουν στην βελτίωση των βιοαισθητήρων.  Όσον αφορά στις 

νανοδοµές των λιποσωµάτων περαιτέρω βελτιστοποίησή τους είναι δυνατό να 

πραγµατοποιηθεί µέσω της σταθεροποίησης της µεµβράνης των λιποσωµάτων µε 

διάφορες µεθόδους που θα συµβάλλει στην αυξηµένη σταθεροποίηση των 

βιολογικών µορίων στο εσωτερικό τους.  

Εκτός όµως από τις νανοδοµές που αναφέρθηκαν σε αυτή την εργασία ενδιαφέρον θα 

είναι να µελετηθεί η χρήση µονοδιάστατων-κβαντικών νανοϋλικών όπως είναι οι 

κβαντικές τελείες στην ανάπτυξη βιοαισθητήρων.  Οι νανοδοµές αυτές έχουν οπτικά 

χαρακτηριστικά, όπως φθορισµό, τα οποία µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την 

ανάπτυξη νέων οπτικών βιοαισθητήρων.  Αναµένεται ότι η αλληλεπίδραση τους µε 

πρωτεϊνικά µόρια, οργανικούς ή ανόργανους υποκαταστάτες είναι δυνατό να 

οδηγήσει σε συστήµατα βιοαισθητήρων µε βελτιωµένα αναλυτικά χαρακτηριστικά. 
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