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Application of cantilever-based microbiosensors in microbiology

Abstract: This paper presents applications of cantilever-based microbiosensors in microbiology and other biological fields. These devices
can be employed in a wide range of experiments due to their high sensitivity and capability of performing label-free and real-time
measurements. Cantilever-based microbiosensors are employed in a variety of measurements, such as single cell mass, concentration of
specific substances, their density and viscosity, fluid flow velocity, heat of reaction or detection of trace amounts of specified substances.
All these applications ares possible, because cantilever surface can be specifically functionalized. In the last few years, the cantilever-based
microbiosensors have been significantly improved to obtain even higher precision of measurement which allows for their new, unique
applications with live biological systems.
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1. Wprowadzenie

W ostatnich latach w naukach biologicznych obser-
wuje sie dynamiczny rozwoj nowych metod i urzadzen
badawczych, ktére umozliwiaja znaczne poszerzenie
dostepnego obszaru badan. Jednym z atrakcyjnych
i bardzo obiecujgcych kierunkéw jest rozwdj przy-
rzadow i materialéw ogélnie zwanych biosensorami.
Nazwa ta obejmuje szerokie spektrum narzedzi i metod
takich jak: biosensory typu FRET (Fluorescence/Forster
Resonance Energy Transfer), sensory chemiczne, elek-
tryczne, czy nawet mechaniczne, ktorych celem jest
przeksztalcanie sygnalu biologicznego w informacje
elektroniczna, ktéra pozniej moze by¢ opracowywana
klasycznymi metodami. W pracy tej chcieliby$my
przedstawi¢ zasady dziatania i zastosowania w bada-
niach biologicznych biosensoréw nalezacych do grupy
urzadzen optomechanicznych - mikrobiosensoréow
beleczkowych. Sg to urzadzenia, w ktorych sensorem
przeksztalcajacym sygnal biologiczny w informacje
elektroniczng jest elastyczna beleczka o mikrome-
trowych wymiarach. Wysoka czulo$¢ i precyzja tego

detektora umozliwia rejestrowanie sygnatu na poziomie
molekularnym [3, 5]. Pomiary wykorzystujace mikro-
biosensory beleczkowe charakteryzujg si¢ mozliwos-
cig wykonywania ich w czasie rzeczywistym, detekcja
badanej substancji w bardzo matej koncentracji oraz
mozliwoscig pracy zaréwno w srodowisku cieklym,
gazowym, jak i w prozni [34, 35]. Wazng ich zaleta jest
brak koniecznosci stosowania znacznikéw fluorescen-
cyjnych i radioaktywnych (label-free measurements)
w badanych substancjach.

Pierwsze prace opisujace zastosowanie mikrobiosen-
soréw beleczkowych do pomiaréw adsorpcji molekut
powstaly juz przed 1970 r. [45], jednak dopiero w ostat-
nich kilkunastu latach wykorzystanie potencjatu tej me-
tody stalo si¢ mozliwe dzigki postepom w miniatury-
zacji sensoréw oraz rozwojowi elektroniki pomiarowe;j.
Podstawowym elementem mikrobiosensoréw beleczko-
wych (Rys. 1) jest beleczka o wymiarach mikrometro-
wych, zazwyczaj unieruchomiona na jednym jej koncu
poprzez wspornik. Wspdlczesnie w pomiarach stosuje
sie zestawy beleczek zawierajace od 2 do 8 osobnych
beleczek. Dziatanie mikrobiosensoréw beleczkowych
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Rys. 1. Zdjecie zestawu beleczek. W sklad sensora wchodzi osiem
beleczek (A) opartych na wspornikach (B). Caly sensor jest wyko-
nany z krzemu

opiera si¢ na wykorzystaniu efektu wygiecia beleczki
(statyczny tryb pracy sensora) badz na zmianie czestotli-
wosci jej drgan wiasnych (tryb dynamiczny) w odpowie-
dzi na dziatanie zewnetrznego bodzca [3] (Rysunek 2).
Waznym elementem przygotowania probki do pomia-
réw w modzie statycznym jest chemiczne rozréznienie
stron beleczki. Takiego rozréznienia dokonuje sie dzigki
odpowiedniej procedurze funkcjonalizacji chemicznej
powierzchni beleczki z obu jej stron. W wyniku interak-
¢ji réznie sfunkcjonalizowanych stron beleczki z bodz-
cem chemicznym lub biologicznym powstajg rozrdz-
nialne naprezenia powierzchniowe. Rdznica pomiedzy
tymi naprezeniami powoduje wygiecie beleczki (Rysu-
nek 2) [3]. Amplituda wygiecia jest proporcjonalna do
wielko$ci dzialajacego bodzca (Réwnanie 1). Zmiana
naprezenia na powierzchni beleczki moze nastapic

Rys. 2. Schemat mikrobiosensoréw beleczkowych. Zestaw oémiu
beleczek (C) jest osadzony na wspornikach (D). Wiazka $wiatla
laserowego (A) odbija si¢ od powierzchni beleczki, a odbite $wia-
tlo (B) jest rejestrowane na detektorze pozycyjnym. Powierzchnia
beleczki jest sfunkcjonalizowana - pokryta receptorami zaznaczo-
nymi schematycznie jako niskie walce (E) wigzace specyficznie
substancje zaznaczong tutaj jako wysokie walce (F) danego koloru.
W zaleznoéci od stgzenia badanej substancji nastepuje proporcjo-
nalne wygiecie beleczek, co zostalo pokazane na rysunku.
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wskutek zjawiska adsorpcji molekul (np. adsorpcja
DNA) lub wskutek zmian oddzialywan w zaadsorbo-
wanych juz molekutach (np. hybrydyzacja DNA, zmiany
konformacyjne biatka) [19].

_ 31-v)I? Ao (1)
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A jest wychyleniem konca beleczki z potozenia réwno-
wagi; Ao jest powstalg réznicg naprezen powierzchnio-
wych migdzy obiema stronami beleczki; v i E to odpo-
wiednio wspolczynnik Poissona oraz modul Younga
charakteryzujace material z ktérego wykonana jest
beleczka; L it oznaczajg dlugos¢ i grubos¢ beleczki [50].

Przeprowadzanie pomiaréw w trybie dynamicz-
nym wymaga wzbudzenia drgan w beleczce. Mierzac
amplitude drgan beleczki okresla si¢ ksztalt i polozenie
krzywej rezonansowej w domenie czgstotliwosci cha-
rakterystycznej dla beleczki. Parametry te zaleza od
wiasciwosci beleczki (takich jak masa i modut Younga
[18, 22]) oraz od wlasciwosci osrodka otaczajacego
beleczki (jak gestos¢ i lepkos¢ [40]). Jesli dokonuje sie
pomiaréw w stabilnym $rodowisku, to obserwowana
zmiana czestotliwosci rezonansowej drgan beleczki
wynika ze zmiany jej masy efektywnej nastepujacej
wskutek adsorpcji molekul o znaczacej masie (np.
adsorpcja komorki) lub zmian masy zaadsorbowanej
substancji na jej powierzchni (np. wzrost komorki)
(Réwnanie 2). Tryb dynamiczny wykorzystywany jest
gtownie w pomiarach masy [18, 22], ale takze w wy-
znaczaniu gestosci i lepkosci osrodka [40], predkosci
przeptywu [10, 11], czy analizie krzywych adsorpcji
i desorpcji [13, 32].

4
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A, jest stalg charakterystyczng dla danego modu drgan;
k to stala sprezystosci beleczki zalezna od wymiaréw
beleczki oraz materiatu z ktérego jest wykonana; f and
f to odpowiednio czestotliwo$¢ rezonansowa drgan
beleczki przed i po adsorpcji molekut [24].

2. Przystosowanie ukladu do precyzyjnych
pomiaréw biologiczno-chemicznych

Dazenie do uzyskania duzej czutosci sensorow wy-
wotato rozwdj metod detekcji oraz sposobéw wzbudze-
nia drgan beleczki. Oprocz tego pojawily sie takze prace
opisujace modyfikacje warunkéw pomiaru zwigksza-
jace czulos¢ ukladu sensoréw beleczkowych.

Podstawowa metoda odczytu zmiany wychylenia
konca beleczki, zaczerpnietg z mikroskopii sit atomo-
wych (Atomic Force Microscopy), jest metoda optyczna.
Swiatlo lasera pada na koniec beleczki i po odbiciu od
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beleczki pada na detektor pozycyjny [6]. Elektronicznie
przetworzony sygnal z detektora jest miarg wielkosci
wygiecia beleczki lub czestotliwosci jej drgan. Kolejna
metodg odczytu stosowang w sensorach mikrobelecz-
kowych jest uzycie beleczek jako czujnikéw piezorezy-
stancyjnych, gdzie wykorzystywany jest efekt zmiany
rezystancji materialu pod wplywem jego ugiecia [21,
43]. Na podobnym efekcie oparte jest wykorzystanie
analizatora impedancji do pomiaru wygiecia beleczki
[23, 37]. Taki system detekcji sygnalu jest tanszy
i prostszy niz optyczny, jednak piezorezystor zajmuje
zmaczng cze$¢ beleczki. Alternatywnym rozwigzaniem
sg beleczki oparte na transduktorze MOS (Metal-Oxide-
-Semiconductor), ktory zajmuje miejsce tylko przy
wsporniku beleczki [43].

W pomiarach w trybie dynamicznym wykorzystuje
sie element wzbudzajacy beleczke do drgan. Powszech-
nie stosowany jest material piezoelektryczny - pod
wplywem doprowadzonego do niego pradu zmien-
nego nastepuje jego okresowe odksztalcanie [23, 37].
Powstate wibracje sa przekazywane na beleczke wzbu-
dzajac ja do drgan. Mozliwe jest takze wzbudzanie
drgan beleczki poprzez elektrotermiczne dostarczanie
ciepta do beleczki [48] albo przez o$wietlanie laserem
(fototermicznie) [41].

Najwigkszg trudno$¢ w badaniach biologicznych
z wykorzystaniem mikrobiosensoréw beleczkowych
stanowi znaczace tlumienie oscylacji beleczki przez
osrodek jg otaczajacy (zazwyczaj ciecz). W pracy [41]
zaprezentowano modyfikacje, ktéra pozwala znacznie
zwigkszy¢ czulos¢ tej metody. W metodzie tej beleczki
wzbudzane s3 do drgan w plaszczyznie poziomej, przez
co zmniejsza si¢ ttumienie — podczas drgan beleczka
zamiast $ciska¢ osrodek, raczej ,przecina” go. Takze
nowy typ beleczek tzw. SMR (Suspended Micro-channel
Resonator) moze znalez¢ szerokie zastosowanie w bio-
logii komorki [4, 15]. Innym sposobem jest umieszcze-
nie beleczki w prozni, co zapewnia bardzo wysoka
czuto$¢ metody. W tym przypadku w beleczce jest
utworzony kanal, przez ktéry przeplywa ciecz zawie-
rajgca badane obiekty. Ciggly w czasie pomiar czestotli-
wosci rezonansowej beleczki pozwala na bardzo szybkie
zmierzenie masy calej populacji komdrek lub pomiar
masy pojedynczej komorki w czasie wraz ze Sledzeniem
tazy cyklu komoérkowego, w ktdrej sie ona znajduje.

3. Zastosowanie mikrobiosensoréw beleczkowych
w pomiarach biologicznych

3.1. Mikrobiologia
Niski prog detekcyjny, kontrola pomiaru w czasie

rzeczywistym i wysoka specyficznos$¢ odpowiedzi [34,
35] stanowia o duzym potencjale mikrobiosensorow
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beleczkowych w badaniach mikrobiologicznych. Mikro-
biosensory beleczkowe mogg by¢ stosowane zardwno
do samej detekeji [7, 8, 25, 26, 28, 33, 46], jak i do okre-
$lania parametrow biologicznych takich jak masa [18,
22], tempo wzrostu [30, 34-35] czy dynamika meta-
bolizmu badanych drobnoustrojéw. Obiektem badan
s glownie organizmy modelowe takie jak Escherichia
coli, Aspergillus niger czy Saccharomyces cerevisiae. Co
wigcej, w niektérych pracach pokazano, ze czuto$¢
mikrobiosensoréw beleczkowych umozliwia detekcje
na poziomie wiruséw czy prionéw [8, 46].

Wykrywanie drobnoustrojow

Wysoka czulo$¢ mikrobiosensora beleczkowego
umozliwia mierzenie niskiej koncentracji patogendw,
a w zwiazku z tym - wczesne ich wykrycie. Z kolei
odpowiednia funkcjonalizacja zapewnia specyficznosé¢
detekeji sensora.

W pracy [7] wykazano mozliwo$¢ detekeji komorek
E. coli w bardzo niskiej koncentracji za pomocg mikro-
biosensora. Beleczke sfunkcjonalizowano przeciwcia-
tami monoklonalnymi anty-E. coli O157:H7 i zanurzono
w zawiesinie patogenu (od 70 do 70 milionéw komorek
na mililitr w kolejnych prébach). Wykazano, ze moz-
liwa jest detekcja E. coli nawet w ilosci 700 komérek/ml.
Dla poréwnania we wcze$niejszych pracach z wykorzy-
staniem mikrobiosensora beleczkowego E. coli wykry-
wano w liczbie od 100 tysiecy do 10 milionéw CFU/ml
(Colony Forming Unit per milliliter) [49].

Detekcje wirionow WSSV (Whitespot Syndrome
Baculovirus) za pomocg mikrobiosensora beleczko-
wego opisano w pracy [8]. Beleczki sfunkcjonalizowane
przeciwciatami anty- VP28 umieszczano w zawiesinie
od 50 do 100 tysiecy wirionéw/ml. Najnizsza wykry-
walng koncentracje okreslono jako 100 wirionéw/ml.
Analogicznie przeprowadzono detekcje nukleokapsy-
dow wirusa WSSV, otrzymujac podobna czutos¢ sen-
sora. Stwierdzono, ze ta metoda doréwnuje czuloscia
metodzie reakcji tanncuchowej polimerazy (polymerase
chain reaction) i zapewnia wykonanie réwnie szybkich
pomiaréw (ponizej 30 minut) in situ [8].

W pracy [46] wykazano, ze mozliwa jest rowniez
detekcja bialka prionowego. Aby zwigkszy¢ czulosé
sensora, pomiar w trybie dynamicznym wykonano
w prézni. W tym celu unieruchomiono biatko prio-
nowe metoda ,kanapki” (sandwich assay) miedzy
dwiema warstwami przeciwcial monoklonalnych.
Czestotliwos¢ rezonansowa ukladu wyznaczano po
kazdym kroku pomiaru, tj. po ekspozycji na warstwe
przeciwcial pierwszorzedowych, nastepnie na biatka
prionowe oraz na zawiesine przeciwcial drugorzedo-
wych. Wykazano, ze czestotliwo$¢ rezonansowa maleje
z kazdym krokiem, co oznacza skuteczng adsorpcje
kolejnych warstw. W ten sposéb wykazano mozliwo$¢
detekeji bialek prionowych w iloéci 2 ug/ml. Nastepnie
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przez adsorpcj¢ znacznika o wigkszej masie — nano-
czastek silikonowych — wykazano, ze czutos¢ detekcji
bialek prionowych za pomocg mikrobiosensora belecz-
kowego moze osiggna¢ nawet warto$¢ 2 ng/ml.

Mozliwa jest rdwniez posrednia metoda wykrywa-
nia patogenoéw, jak na przyklad detekcja glikoprote-
iny ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci (HIV-1)
[28], czy wykrywanie wirusa Vibrio cholerae O1 [26]
oraz sinic Microcystis aeruginosa [25] poprzez detekcje
DNA. Polska grupa badawcza wykazala mozliwo$¢ spe-
cyficznej detekcji endotoksyn bakterii gram ujemnych
Hafnia alvei PCM 1185 oraz PCM 1186 za pomoca
beleczki sfunkcjonalizowanej odpowiednimi przeciw-
ciatami [33].

Okreslanie masy drobnoustrojow

Masa jest jednym z istotnych parametrow charak-
teryzujacym stan i wlasciwosci komorek. Mikrobio-
sensor beleczkowy pracujacy w trybie dynamicznym
pozwala na precyzyjne okreslenie zmian masy efek-
tywnej beleczki po adsorpcji molekut, co zostato wyko-
rzystane w wyznaczaniu masy drobnoustrojow, w tym
takze pojedynczych komorek.

W 2001 roku Ilic i wsp. [22] za pomocg mikrobio-
sensora beleczkowego okreslili, ze sucha masa komorki
E. coli wynosi 665 fg. Pomiar wykonano w trybie dyna-
micznym, unieruchamiajac na beleczce - za pomoca
funkcjonalizacji przeciwciatami anty-E. coli O157:H7-
inaktywowane termicznie komorki. W kolejnych po-
miarach wykazano liniowg zalezno$¢ zmiany czesto-
tliwosci rezonansowej beleczki w funkgji liczby zaad-
sorbowanych komérek — w tym takze pojedynczej
komorki. Natomiast w pracy [32] wyznaczono $red-
nig mase wirusa ospy jako 9,5fg. Wyznaczono takze
liniowg zalezno$¢ zmiany czestotliwosci rezonansowej
drgan beleczki w funkgji liczby zaadsorbowanych wiru-
sow. Podobnie jak w pracy [22] potwierdzono zmiang
czestotliwosci rezonansowej drgan beleczki w wyniku
adsorpcji pojedynczego wirusa.

Badanie wzrostu drobnoustrojow

Ocena zywotnoéci drobnoustrojéow jest jednym
z zadan zaré6wno diagnostyki medycznej oraz rolniczej,
jak i monitorowania jako$ci Zywnosci i wody. W ponizej
przedstawionych pracach pokazano, ze mikrobiosensory
beleczkowe s3 doskonalym narzedziem do okreslania
zywotnosci oraz dynamiki wzrostu organizmodw.

W 2004 roku Gfeller, Nugaeva i Hegner [13] zapre-
zentowali mozliwos¢ szybkiej detekcji wzrostu E. coli
XL1-Blue za pomocg mikrobiosensora beleczkowego.
Sensor umozliwia detekcje aktywnego wzrostu komo-
rek E. coli w czasie 1 godziny oraz selektywnej detek-
¢ji wzrostu antybiotyko-opornych komérek w czasie
2 godzin. Komoérki umieszczono na beleczce z agarem
(grupa 1), agarem i antybiotykiem - 10 ug/ml kanamy-
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cyny — hamujacym wzrost E. coli XLI-Blue (grupa 2)
oraz agarem i antybiotykiem — 10 ug/ ml tetracyklina
- wobec ktérego E. coli XLI-Blue wykazuje opornos¢
(grupa 3). Pomiary wykonywano w $rodowisku gazo-
wym (powietrze, 37°C, 93% RH). Zaobserwowane
zmiany czestotliwosci rezonansowej drgan beleczki
dla grupy 1i 3 - a tym samym zmiany masy kolonii
- zostaly przyblizone modelem Gompertza. Zaobserwo-
wano: okres adaptacyjny, okres wzrostu eksponencjal-
nego — obserwowany juz po 1 lub 2 godzinach pomiaru
odpowiednio dla grupy pierwszej i trzeciej oraz faze
stacjonarng. Wspomagajac pomiar obserwacja ko-
morek na beleczce za pomocy elektronowego mikro-
skopu skaningowego oceniono wzrost liczby komoérek
2 1000 do 8000. Dla grupy 2 nie zaobserwowano zmiany
czgstotliwosci rezonansowej ani liczby komérek.

Drozdze A. niger i S. cerevisiae s tatwe w hodowli
i odpowiadaja ludzkim patogenom Candida Albicans
i Aspergillus fumigatus [34]. Za pomoca mikrobiosen-
sora beleczkowego dokonano pomiaru wzrostu komérek
A.niger i S. cerevisiae w trakcie 4 godzin (96-97%
RH, 27°C) [35], co daje dziesi¢¢ razy szybsza detekcje
wzrostu niz w standardowych metodach [34]. W pracy
[34] wykorzystujac tryb dynamiczny sensora zaobser-
wowano paczkowanie drozdzy oraz rozwdj grzybni
A. niger, co nastepnie potwierdzono za pomocg zdjeé
mikroskopowych. Wyznaczono takze mase¢ poje-
dynczej komorki S. cerevisiae jako 69 pg i pojedyn-
czego zarodnika A. niger jako 47 pg. Poréwnano takze
immobilizacje na beleczkach tych drobnoustrojow za
posrednictwem bialek konkanawaliny, fibronektyny
i immunoglobuliny G. Wykazano, ze immunoglobu-
lina G zapewnia maksymalng immobilizacj¢ zarodni-
kéw, rozwdj i wzrost grzybni. W pracy [30] potwier-
dzono mozliwos¢ szybkiej detekcji wzrostu A. niger
(4 godziny). Wykazano takze, ze podczas gdy masa
pojedynczego zarodnika na poczatku pomiaru wynosi
ok. 34 pg, tuz przed podzialem osiaga 270 pg. Wyzna-
czono predkos¢ wzrostu grzybni jako 9 um/h.

3.2. Proteomika

Wisrod najwazniejszych makromolekul wystepu-
jacych w zywych komérkach wyrézniamy biatka oraz
kwasy nukleinowe [20]. Kontrola aktywnosci biatek
jest jednym z najwazniejszych zagadnien dotyczacych
wielu dziedzin biologii (np. proteomika) czy medycyny
(np. stosowanie lekow). Aktywnos¢ bialek zalezy od ich
konformacji, ktéra moze ulega¢ zmianie pod wply-
wem zmian $rodowiska, takich jak pH, temperatura,
czy pojawienie si¢ wiazacego ligandu. Mikrosensory
beleczkowe umozliwiaja obserwacje zmian konfor-
macyjnych biatka w czasie rzeczywistym [1]. W pracy
Grubera i wsp. [17] zbadano za pomocg sensoréw
beleczkowych odpowiedz enzymu ludzkiego topoizo-



MIKROBIOSENSORY BELECZKOWE W MIKROBIOLOGII

merazy II na rézne ligandy. Stwierdzono korelacje mie-
dzy iloscig ATP a szybko$cig zmian konformacyjnych
badanego enzymu. Na podstawie otrzymanych wynikéw
stworzono model opisujacy ten proces oraz pokazano
dzialanie aklarubicyny - leku przeciwrakowego jako
inhibitora zmian konformacyjnych w topoizomerazie II.

Sensory mikrobeleczkowe ze wzgledu na swojg wy-
sokg czulo$¢ znajduja takze szerokie zastosowanie
w medycynie, gtéwnie do wykrywania markeréow
danej choroby. W tym celu wazne jest wlasciwe sfunk-
cjonalizowanie beleczki, aby specyficznie wykrywata
poszukiwane markery. Najczesciej stosuje si¢ wigzania
antygen-przeciwcialo [16]. Miedzy innymi mozliwe
jest wykrycie swoistych antygendw prostaty oraz biatek
C-reaktywnych, ktore sa specyficznymi markerami raka
prostaty oraz choroby serca [44], czy przeciwcial wigza-
cych specyficznie antygen tuberkulozy w celu wykrycia
tej choroby [39].

Sensory beleczkowe moga by¢ takze wykorzystane
do badania weglowodandw i ich oddzialywan z bial-
kami. Przykladem jest stosowanie tychze sensoréw do
wykrycia wigzan pomiedzy mannozydaza a biatkiem
Cyanovirin-N, ktére wigze i blokuje ludzki wirus nie-
doboru odpornosci (HIV) [17]. Stwierdzono takze
mozliwos¢ wykrycia biatek wigzacych weglowodany
w stezeniach rzedu pikomoli.

Wazng zalet3 mikrobiosensoréw beleczkowych
z punktu widzenia biologii jest mozliwos¢ badania
interakcji pomiedzy biatkami a kwasami nukleinowymi.
Wiele proceséw metabolicznych takich jak naprawa
DNA, replikacja, transkrypcja czy translacja jest od tego
zalezna. Giéwnym bialkiem biorgcym udzial w tych
procesach jest biatko wigzace jednoniciowe DNA (sin-
gle-stranded DNA-binding protein). Mikrobiosensory
beleczkowe pozwalaja na wykrycie §ladowych ilosci
tego biatka bez znakowania fluorescencyjnego badanej
substancji [20].

W wielu badaniach wykorzystuje si¢ sensory
mikrobeleczkowe do rozpoznawania sekwencji DNA
ze wzgledu na ich wysoka czulos¢ [6]. W pracy [50]
analizie poddano konformacje jednoniciowego DNA
(ssDNA), a tym samym powinowactwo do sfunkcjo-
nalizowanej beleczki ze wzgledu na rézne warunki,
takie jak gesto§¢ pokrycia powierzchni czy zmienne
pH. Pomiary pojedynczych nici DNA wigaza sie jednak
z niepozadanymi reakcjami krzyzowymi z biatkami lub
fragmentami nie docelowych nici DNA. Wykrywanie
stabilniejszej podwojnej nici DNA daje dokfadniejsze
rezultaty. Obecnie istniejace metody polegaja na pomia-
rze masy poszczeg6lnych fragmentéw nici DNA, jednak
wymagane jest porownanie ich do wzorca. W ostatnich
latach wykorzystano sensor beleczkowy do tego typu
pomiaréw [49]. Wykorzystano tryb dynamiczny do
pomiaru masy cafej nici DNA, a nast¢pnie wprowa-
dzono enzym, ktory przecina ni¢ DNA w okreslonym
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stosunku dlugosci (a takze masy fragmentéw). Proces
ten jest mierzony w czasie rzeczywistym i mozliwe jest
obliczenie zmiany masy, dzigki czemu nie jest koniecz-
nie poréwnywanie wynikéw do wzorca.

3.3. Inne zastosowania mikrobiosensorow
beleczkowych

Gloéwnga zaletg sensoréw mikrobeleczkowych w za-
stosowaniach fizycznych jest mozliwos¢ wykrycia obec-
noséci poszukiwanej substancji w bardzo malych ste-
zeniach. Wykorzystywane jest to w wielu dziedzinach
nauki takich jak meteorologia, kontrola $rodowiska,
a takze w dzialaniach antyterrorystycznych [36]. W celu
wykrycia obecnosci substancji stosowane s3 gtéwnie
metody chromatografii, spektroskopii masowej czy
tez spektroskopii ruchliwosci jondéw. Metody te jednak
wigzg si¢ z duzymi kosztami, skomplikowanym przy-
gotowaniem probki lub dlugim czasem pomiaru [39].
Sensory mikrobeleczkowe pozwalaja na szybki i czuly
pomiar w czasie rzeczywistym, wolny od znacznikéw
prébek [50, 20].

Zastosowanie wysokiej czulosci sensoréw mikro-
beleczkowych pokazano w pomiarach w srodowisku
cieklym. Jak przedstawiono w pracy [42], beleczka
pokryta sfunkcjonalizowang wigzaniami tiolowymi
mezoporowata krzemionka wykrywa jony Hg+ z czu-
toscia 100 ppb. Natomiast w pracy [9] wykorzystano
biatko AgNt84-6 wigzace specyficznie jony metali do
detekcji Ni**, Zn**, Co**, Cu®* oraz Cd**. Zademonstro-
wano takze mozliwo$¢ wykrywania innych zwiazkow
chemicznych z wykorzystaniem tej metody [2].

Potwierdzono takze zdolno$¢ do wykrywania ma-
tych stezen przez sensory beleczkowe w gazach. W pracy
[37] rozrozniono stosunek skfadnikéw mieszaniny
helu, argonu i azotu za pomocg sensora mikrobelecz-
kowego. Idea pomiaru opiera si¢ na zmianie czgstosci
rezonansowej drgajacej beleczki miedzy srodowiskami
o roznej gestoéci. Mozliwe jest wykrycie roznicy ges-
tosci osrodka gazowego z dokladnoscia do 88 mg/l
(czulo$¢ 49 mg/Hz). Podczas analizy sSrodowiska gazo-
wego za pomoca sensora mozliwe jest takze okreslenie
wilgotnosci lokalnej [2].

Ponadto sensory mikrobeleczkowe sg wykorzysty-
wane do wykrywania oparéw substancji chemicznych.
W pracy [43] zaobserwowano powstawanie wygie-
cia beleczki w wyniku chemisorpcji oparéw acetonu,
etanolu, nitroetanolu oraz wody do beleczki sensora.
Analizujac wygiecie beleczki w czasie rozrézniano
adsorbowane substancje. Pomiary tego typu moga
przyczynic sie do zrozumienia mechanizméw chemi-
sorpcji réznych substancji. Sensory beleczkowe maja
takze zastosowanie do wykrywania niebezpiecznych
substancji oraz materialéw wybuchowych [39]. Aby
zwigkszy¢ czutos$¢ wykrycia oparéw badanej substancji,
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czesto stosuje si¢ pokrycia beleczek powlokami poli-
merowymi lub warstwami samoorganizujgcymi (self-
-assembled monolayers — SAMs) [31].

Sensory mikrobeleczkowe znalazly takze zasto-
sowania w kalorymetrii ze wzgledu na duza czulos¢
temperaturowa (efekt bimetaliczny). Dzigki temu zja-
wisku w pracy [27] badano przebieg reakcji chemicz-
nych zachodzacych na ich powierzchni i wyznaczono
cieplo tej reakcji z doktadnoscig do 15f]. Mozliwe
jest takze wyznaczenie temperatury lokalnej z doklad-
noscig do 10 p°C dla temperatury 27°C [14]. We wspot-
czesnych badaniach rozwinieto t¢ metode poprzez
wykorzystanie struktur Janusa jako nanostudni na
powierzchni beleczki. Taka konstrukcja pozwala na
pomiar kalorymetryczny bez wykorzystywania efektu
bimetalicznego [29].

Oprocz tego opisano takze wykorzystanie sensoréw
mikrobeleczkowych do pomiaréw przeptywu i kie-
runku wiatru [10], gdzie otrzymano wysoka czulo$¢
(60 uV/(m/s)) dla wysokiej szybkosci wiatru (18 m/s),
czy tez do pomiaréw zmian gestosci osrodka z doktad-
noscig do 2mg/l [11].

Sensory mikrobeleczkowe w pomiarach fizycznych
oraz chemicznych zyskaly tak szerokie zastosowanie
glownie dzieki mozliwosci szybkiego i taniego wykrycia
bardzo malych stezen substancji. Mikrometrowe roz-
miary beleczek pozwalajg na zmniejszenie wymiaréow
i wagi aparatury, co w przyszlosci moze pozwoli¢ na
zbudowanie przenosnych sensoréw o wysokiej czulosci.

4. Podsumowanie

Sensory mikrobeleczkowe majg zastosowanie w wie-
lu dziedzinach nauki ze wzgledu na wysoka czulos¢, brak
koniecznosci znakowania badanej substancji znaczni-
kami radioaktywnymi czy fluorescencyjnymi, a takze
mozliwo$¢ pomiaru w czasie rzeczywistym. Stuza do
pomiar6w takich wielkosci jak masa obiektow, stezenie
badanej substancji, predkos¢ przeptywu plynu, gestos¢,
lepko$¢ i sktad os$rodka, w ktérym znajduje si¢ sensor,
a takze pomiaru ciepla reakeji czy wykrywania $lado-
wych ilosci substancji. Dzieki funkcjonalizacji beleczek
mozliwa jest takze wysoka specyficzno$¢ odpowiedzi
przy jednoczesnej réznorodnosci zastosowar.

Z powodu powyzszych zalet sensory mikrobelecz-
kowe zyskaly szczegdlne miejsce w badaniach biolo-
gicznych, gtéwnie w mikrobiologii. Dzigki nim moz-
liwy stal sie pomiar w czasie rzeczywistym zmian masy
zywych uktadéw biologicznych na poziomie pojedyn-
czej komorki. Metoda ta moze by¢ wykorzystana nie
tylko do analizy dynamiki wzrostu ukladéw biolo-
gicznych, ale réwniez ich odpowiedzi biologicznej na
czynniki zewnetrze, takie jak podawane leki czy zmiany
$rodowiskowe. Dodatkowo mozliwos¢ detekcji §lado-
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wych ilo$ci patogendéw w niekosztowny i szybki sposéb
moze by¢ wykorzystywana w diagnostyce medycznej
we wezesnym diagnozowaniu choréb.

W ostatnich latach pojawily sie prace rozwijajace
uklad pomiarowy w kierunku uzyskania lepszej pre-
cyzji pomiaru oraz uzyskania przez sensor nowych,
unikalnych zastosowan. Swiadczy to o jeszcze nie
odkrytych mozliwosciach tego typu sensora, szczeg6l-
nie w pomiarach biologicznych. W ciagu kolejnych lat
mozna sie spodziewac takze dalszej miniaturyzacji sen-
sora — mozliwo$¢ wykrycia §ladowych ilo$ci substancji
w czasie rzeczywistym za pomocg kompaktowego sen-
sora staje si¢ coraz bardziej realna.
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