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1. Wprowadzenie

W ostatnich latach w naukach biologicznych obser-
wuje się dynamiczny rozwój nowych metod i urządzeń 
badawczych, które umożliwiają znaczne poszerzenie 
dostępnego obszaru badań. Jednym z atrakcyjnych 
i  bardzo obiecujących kierunków jest rozwój przy-
rządów i materiałów ogólnie zwanych biosensorami. 
Nazwa ta obejmuje szerokie spektrum narzędzi i metod 
takich jak: biosensory typu FRET (Fluorescence/Forster 
Resonance Energy Transfer), sensory chemiczne, elek-
tryczne, czy nawet mechaniczne, których celem jest 
przekształcanie sygnału biologicznego w  informację 
elektroniczną, która później może być opracowywana 
klasycznymi metodami. W pracy tej chcielibyśmy 
przedstawić zasady działania i zastosowania w bada-
niach biologicznych biosensorów należących do grupy 
urządzeń optomechanicznych –  mikrobiosensorów 
beleczkowych. Są to urządzenia, w których sensorem 
przekształcającym sygnał biologiczny w  informację 
elektroniczną jest elastyczna beleczka o  mikrome-
trowych wymiarach. Wysoka czułość i  precyzja tego 

detektora umożliwia rejestrowanie sygnału na poziomie 
molekularnym [3, 5]. Pomiary wykorzystujące mikro-
biosensory beleczkowe charakteryzują się możliwoś-
cią wykonywania ich w czasie rzeczywistym, detekcją 
badanej substancji w bardzo małej koncentracji oraz 
możliwością pracy zarówno w środowisku ciekłym, 
gazowym, jak i w próżni [34, 35]. Ważną ich zaletą jest 
brak konieczności stosowania znaczników fluorescen-
cyjnych i radioaktywnych (label-free measurements) 
w badanych substancjach.

Pierwsze prace opisujące zastosowanie mikrobiosen-
sorów beleczkowych do pomiarów adsorpcji molekuł 
powstały już przed 1970 r. [45], jednak dopiero w ostat-
nich kilkunastu latach wykorzystanie potencjału tej me- 
tody stało się możliwe dzięki postępom w miniatury-
zacji sensorów oraz rozwojowi elektroniki pomiarowej. 
Podstawowym elementem mikrobiosensorów beleczko-
wych (Rys. 1) jest beleczka o wymiarach mikrometro-
wych, zazwyczaj unieruchomiona na jednym jej końcu 
poprzez wspornik. Współcześnie w pomiarach stosuje 
się zestawy beleczek zawierające od 2 do 8 osobnych 
beleczek. Działanie mikrobiosensorów beleczkowych 

MIKROBIOSENSORY BELECZKOWE W MIKROBIOLOGII

Aleksandra Wańczyk1, Bogdan Łabędź1, Zenon Rajfur1*

1 Wydział Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej, Uniwersytet Jagielloński

Wpłynęło w lipcu 2015 r.
Zaakceptowano w październiku 2015 r.

1. Wstęp. 2. Przystosowanie układu do precyzyjnych pomiarów biologiczno-chemicznych. 3. Zastosowanie mikrobiosensorów beleczkowych 
w pomiarach biologicznych. 3.1. Mikrobiologia. 3.1.1. Wykrywanie mikroorganizmów. 3.1.2. Określanie masy mikroorganizmów. 
3.1.3.Badanie wzrostu mikroorganizmów. 3.2. Proteomika. 3.3. Inne zastosowania mikrobiosensorów beleczkowych. 4. Podsumowanie

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.

1. Introduction. 2. Adaptation of the system for precise bio-chemical measurements. 3. Application of cantilever-based microbiosensors 
in biological measurements. 3.1.  Microbiology. 3.1.1. Detection of microorganisms. 3.1.2. Microorganism mass determination. 
3.1.3. Microorganism growth studies. 3.2. Proteomics. 3.3. Other applications of cantilever-based microbiosensors. 4. Summary

Słowa kluczowe: detekcja oddziaływań biologicznych, MEMS, mikrobiosensor beleczkowy, pomiar masy pojedynczych komórek
Key words: cantilever-based microbiosensors, detection of biological interactions, MEMS, single cell mass measurements

P U B L I K A C J E   M E T O D Y C Z N E   I   S T A N D A R D Y

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Jagiellonian Univeristy Repository

https://core.ac.uk/display/53135679?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


226 ALEKSANDRA WAŃCZYK, BOGDAN ŁABĘDŹ, ZENON RAJFUR

opiera się na wykorzystaniu efektu wygięcia beleczki 
(statyczny tryb pracy sensora) bądź na zmianie częstotli-
wości jej drgań własnych (tryb dynamiczny) w odpowie-
dzi na działanie zewnętrznego bodźca [3] (Rysunek 2). 
Ważnym elementem przygotowania próbki do pomia-
rów w modzie statycznym jest chemiczne rozróżnienie 
stron beleczki. Takiego rozróżnienia dokonuje się dzięki 
odpowiedniej procedurze funkcjonalizacji chemicznej 
powierzchni beleczki z obu jej stron. W wyniku interak-
cji różnie sfunkcjonalizowanych stron beleczki z bodź-
cem chemicznym lub biologicznym powstają rozróż-
nialne naprężenia powierzchniowe. Różnica pomiędzy 
tymi naprężeniami powoduje wygięcie beleczki (Rysu-
nek 2) [3]. Amplituda wygięcia jest proporcjonalna do 
wielkości działającego bodźca (Równanie 1). Zmiana 
naprężenia na powierzchni beleczki może nastąpić 

wskutek zjawiska adsorpcji molekuł (np. adsorpcja 
DNA) lub wskutek zmian oddziaływań w zaadsorbo-
wanych już molekułach (np. hybrydyzacja DNA, zmiany 
konformacyjne białka) [19].

(1)

Δz jest wychyleniem końca beleczki z położenia równo-
wagi; Δσ jest powstałą różnicą naprężeń powierzchnio-
wych między obiema stronami beleczki; υ i E to odpo-
wiednio współczynnik Poissona oraz moduł Younga 
charakteryzujące materiał z którego wykonana jest 
beleczka; L i t oznaczają długość i grubość beleczki [50].

Przeprowadzanie pomiarów w trybie dynamicz-
nym wymaga wzbudzenia drgań w beleczce. Mierząc 
amplitudę drgań beleczki określa się kształt i położenie 
krzywej rezonansowej w domenie częstotliwości cha-
rakterystycznej dla beleczki. Parametry te zależą od 
właściwości beleczki (takich jak masa i moduł Younga 
[18, 22]) oraz od właściwości ośrodka otaczającego 
beleczki (jak gęstość i lepkość [40]). Jeśli dokonuje się 
pomiarów w  stabilnym środowisku, to obserwowana 
zmiana częstotliwości rezonansowej drgań beleczki 
wynika ze zmiany jej masy efektywnej następującej 
wskutek adsorpcji molekuł o  znaczącej masie (np. 
adsorpcja komórki) lub zmian masy zaadsorbowanej 
substancji na jej powierzchni (np. wzrost komórki) 
(Równanie 2). Tryb dynamiczny wykorzystywany jest 
głównie w pomiarach masy [18, 22], ale także w wy- 
znaczaniu gęstości i lepkości ośrodka [40], prędkości 
przepływu [10, 11], czy analizie krzywych adsorpcji 
i desorpcji [13, 32].

(2)

λn jest stałą charakterystyczną dla danego modu drgań; 
k to stała sprężystości beleczki zależna od wymiarów 
beleczki oraz materiału z którego jest wykonana; f0 and 
f1 to odpowiednio częstotliwość rezonansowa drgań 
beleczki przed i po adsorpcji molekuł [24].

2. Przystosowanie układu do precyzyjnych
 pomiarów biologiczno-chemicznych

Dążenie do uzyskania dużej czułości sensorów wy- 
wołało rozwój metod detekcji oraz sposobów wzbudze-
nia drgań beleczki. Oprócz tego pojawiły się także prace 
opisujące modyfikacje warunków pomiaru zwiększa-
jące czułość układu sensorów beleczkowych. 

Podstawową metodą odczytu zmiany wychylenia 
końca beleczki, zaczerpniętą z mikroskopii sił atomo-
wych (Atomic Force Microscopy), jest metoda optyczna. 
Światło lasera pada na koniec beleczki i po odbiciu od 

Rys. 1. Zdjęcie zestawu beleczek. W skład sensora wchodzi osiem 
beleczek (A) opartych na wspornikach (B). Cały sensor jest wyko-

nany z krzemu

Rys. 2. Schemat mikrobiosensorów beleczkowych. Zestaw ośmiu 
beleczek (C) jest osadzony na wspornikach (D). Wiązka światła 
laserowego (A) odbija się od powierzchni beleczki, a odbite świa-
tło (B) jest rejestrowane na detektorze pozycyjnym. Powierzchnia 
beleczki jest sfunkcjonalizowana – pokryta receptorami zaznaczo-
nymi schematycznie jako niskie walce (E) wiążące specyficznie 
substancję zaznaczoną tutaj jako wysokie walce (F) danego koloru. 
W zależności od stężenia badanej substancji następuje proporcjo-

nalne wygięcie beleczek, co zostało pokazane na rysunku.
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beleczki pada na detektor pozycyjny [6]. Elektronicznie 
przetworzony sygnał z detektora jest miarą wielkości 
wygięcia beleczki lub częstotliwości jej drgań. Kolejną 
metodą odczytu stosowaną w sensorach mikrobelecz-
kowych jest użycie beleczek jako czujników piezorezy-
stancyjnych, gdzie wykorzystywany jest efekt zmiany 
rezystancji materiału pod wpływem jego ugięcia [21, 
43]. Na podobnym efekcie oparte jest wykorzystanie 
analizatora impedancji do pomiaru wygięcia beleczki 
[23, 37]. Taki system detekcji sygnału jest tańszy 
i prostszy niż optyczny, jednak piezorezystor zajmuje 
zmaczną część beleczki. Alternatywnym rozwiązaniem 
są beleczki oparte na transduktorze MOS (Metal-Oxide-
-Semiconductor), który zajmuje miejsce tylko przy 
wsporniku beleczki [43].

W pomiarach w trybie dynamicznym wykorzystuje 
się element wzbudzający beleczkę do drgań. Powszech-
nie stosowany jest materiał piezoelektryczny – pod 
wpływem doprowadzonego do niego prądu zmien-
nego następuje jego okresowe odkształcanie [23, 37]. 
Powstałe wibracje są przekazywane na beleczkę wzbu-
dzając ją do drgań. Możliwe jest także wzbudzanie 
drgań beleczki poprzez elektrotermiczne dostarczanie 
ciepła do beleczki [48] albo przez oświetlanie laserem 
(fototermicznie) [41].

Największą trudność w badaniach biologicznych 
z  wykorzystaniem mikrobiosensorów beleczkowych 
stanowi znaczące tłumienie oscylacji beleczki przez 
ośrodek ją otaczający (zazwyczaj ciecz). W pracy [41] 
zaprezentowano modyfikację, która pozwala znacznie 
zwiększyć czułość tej metody. W metodzie tej beleczki 
wzbudzane są do drgań w płaszczyźnie poziomej, przez 
co zmniejsza się tłumienie – podczas drgań beleczka 
zamiast ściskać ośrodek, raczej „przecina” go. Także 
nowy typ beleczek tzw. SMR (Suspended Micro-channel 
Resonator) może znaleźć szerokie zastosowanie w bio-
logii komórki [4, 15]. Innym sposobem jest umieszcze-
nie beleczki w próżni, co zapewnia bardzo wysoką 
czułość metody. W tym przypadku w beleczce jest 
utworzony kanał, przez który przepływa ciecz zawie-
rająca badane obiekty. Ciągły w czasie pomiar częstotli-
wości rezonansowej beleczki pozwala na bardzo szybkie 
zmierzenie masy całej populacji komórek lub pomiar 
masy pojedynczej komórki w czasie wraz ze śledzeniem 
fazy cyklu komórkowego, w której się ona znajduje. 

3. Zastosowanie mikrobiosensorów beleczkowych
 w pomiarach biologicznych

3.1. Mikrobiologia

Niski próg detekcyjny, kontrola pomiaru w czasie 
rzeczywistym i wysoka specyficzność odpowiedzi [34, 
35] stanowią o dużym potencjale mikrobiosensorów 

beleczkowych w badaniach mikrobiologicznych. Mikro - 
biosensory beleczkowe mogą być stosowane zarówno 
do samej detekcji [7, 8, 25, 26, 28, 33, 46], jak i do okre-
ślania parametrów biologicznych takich jak masa [18, 
22], tempo wzrostu [30, 34–35] czy dynamika meta-
bolizmu badanych drobnoustrojów. Obiektem badań 
są głównie organizmy modelowe takie jak Escherichia 
coli, Aspergillus niger czy Saccharomyces cerevisiae. Co 
więcej, w  niektórych pracach pokazano, że czułość 
mikrobiosensorów beleczkowych umożliwia detekcję 
na poziomie wirusów czy prionów [8, 46].

Wykrywanie drobnoustrojów
Wysoka czułość mikrobiosensora beleczkowego 

umożliwia mierzenie niskiej koncentracji patogenów, 
a  w  związku z tym – wczesne ich wykrycie. Z  kolei 
odpowiednia funkcjonalizacja zapewnia specyficzność 
detekcji sensora.

W pracy [7] wykazano możliwość detekcji komórek 
E. coli w bardzo niskiej koncentracji za pomocą mikro-
biosensora. Beleczkę sfunkcjonalizowano przeciwcia-
łami monoklonalnymi anty-E. coli O157:H7 i zanurzono 
w zawiesinie patogenu (od 70 do 70 milionów komórek 
na mililitr w kolejnych próbach). Wykazano, że moż-
liwa jest detekcja E. coli nawet w ilości 700 komórek/ml. 
Dla porównania we wcześniejszych pracach z wykorzy-
staniem mikrobiosensora beleczkowego E. coli wykry-
wano w liczbie od 100 tysięcy do 10 milionów CFU/ml 
(Colony Forming Unit per milliliter) [49].

Detekcję wirionów WSSV (Whitespot Syndrome 
Bacu lovirus) za pomocą mikrobiosensora beleczko-
wego opisano w pracy [8]. Beleczki sfunkcjonalizowane 
przeciwciałami anty-VP28 umieszczano w zawiesinie 
od 50 do 100 tysięcy wirionów/ml. Najniższą wykry-
walną koncentrację określono jako 100 wirionów/ml. 
Analogicznie przeprowadzono detekcję nukleokapsy-
dów wirusa WSSV, otrzymując podobną czułość sen-
sora. Stwierdzono, że ta metoda dorównuje czułością 
metodzie reakcji łańcuchowej polimerazy (polymerase 
chain reaction) i zapewnia wykonanie równie szybkich 
pomiarów (poniżej 30 minut) in situ [8].

W pracy [46] wykazano, że możliwa jest również 
detekcja białka prionowego. Aby zwiększyć czułość 
sensora, pomiar w trybie dynamicznym wykonano 
w  próżni. W tym celu unieruchomiono białko prio-
nowe metodą „kanapki” (sandwich assay) między 
dwiema warstwami przeciwciał monoklonalnych. 
Częstotliwość rezonansową układu wyznaczano po 
każdym kroku pomiaru, tj. po ekspozycji na warstwę 
przeciwciał pierwszorzędowych, następnie na białka 
prionowe oraz na zawiesinę przeciwciał drugorzędo-
wych. Wykazano, że częstotliwość rezonansowa maleje 
z  każdym krokiem, co oznacza skuteczną adsorpcję 
kolejnych warstw. W ten sposób wykazano możliwość 
detekcji białek prionowych w ilości 2 µg/ml. Następnie 
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przez adsorpcję znacznika o  większej masie – nano-
cząstek silikonowych – wykazano, że czułość detekcji 
białek prionowych za pomocą mikrobiosensora belecz-
kowego może osiągnąć nawet wartość 2 ng/ml.

Możliwa jest również pośrednia metoda wykrywa-
nia patogenów, jak na przykład detekcja glikoprote-
iny ludzkiego wirusa niedoboru odporności (HIV-1) 
[28], czy wykrywanie wirusa Vibrio cholerae O1 [26] 
oraz sinic Microcystis aeruginosa [25] poprzez detekcję 
DNA. Polska grupa badawcza wykazała możliwość spe-
cyficznej detekcji endotoksyn bakterii gram ujemnych 
Hafnia alvei PCM 1185 oraz PCM 1186 za pomocą 
beleczki sfunkcjonalizowanej odpowiednimi przeciw-
ciałami [33].

Określanie masy drobnoustrojów
Masa jest jednym z istotnych parametrów charak-

teryzującym stan i właściwości komórek. Mikrobio-
sensor beleczkowy pracujący w trybie dynamicznym 
pozwala na precyzyjne określenie zmian masy efek-
tywnej beleczki po adsorpcji molekuł, co zostało wyko-
rzystane w wyznaczaniu masy drobnoustrojów, w tym 
także pojedynczych komórek. 

W 2001 roku Ilic i wsp. [22] za pomocą mikrobio-
sensora beleczkowego określili, że sucha masa komórki 
E. coli wynosi 665 fg. Pomiar wykonano w trybie dyna-
micznym, unieruchamiając na beleczce – za pomocą 
funkcjonalizacji przeciwciałami anty-E. coli O157:H7- 
inaktywowane termicznie komórki. W kolejnych po- 
mia rach wykazano liniową zależność zmiany często-
tliwości rezonansowej beleczki w funkcji liczby zaad-
sorbowanych komórek – w tym także pojedynczej 
komórki. Natomiast w pracy [32] wyznaczono śred-
nią masę wirusa ospy jako 9,5 fg. Wyznaczono także 
liniową zależność zmiany częstotliwości rezonansowej 
drgań beleczki w funkcji liczby zaadsorbowanych wiru-
sów. Podobnie jak w pracy [22] potwierdzono zmianę 
częstotliwości rezonansowej drgań beleczki w wyniku 
adsorpcji pojedynczego wirusa. 

Badanie wzrostu drobnoustrojów
Ocena żywotności drobnoustrojów jest jednym 

z zadań zarówno diagnostyki medycznej oraz rolniczej, 
jak i monitorowania jakości żywności i wody. W poniżej 
przedstawionych pracach pokazano, że mikrobiosensory 
beleczkowe są doskonałym narzędziem do określania 
żywotności oraz dynamiki wzrostu organizmów.

W 2004 roku Gfeller, Nugaeva i Hegner [13] zapre-
zentowali możliwość szybkiej detekcji wzrostu E. coli 
XL1-Blue za pomocą mikrobiosensora beleczkowego. 
Sensor umożliwia detekcję aktywnego wzrostu komó-
rek E. coli w czasie 1 godziny oraz selektywnej detek-
cji wzrostu antybiotyko-opornych komórek w  czasie 
2 godzin. Komórki umieszczono na beleczce z agarem 
(grupa 1), agarem i antybiotykiem – 10 ug/ml kanamy-

cyny – hamującym wzrost E. coli XL1-Blue (grupa 2) 
oraz agarem i antybiotykiem – 10 ug/ ml tetracyklina 
– wobec którego E. coli XL1-Blue wykazuje oporność 
(grupa 3). Pomiary wykonywano w środowisku gazo-
wym (powietrze, 37°C, 93% RH). Zaobserwowane 
zmiany częstotliwości rezonansowej drgań beleczki 
dla grupy 1 i 3 – a tym samym zmiany masy kolonii 
– zostały przybliżone modelem Gompertz’a. Zaobserwo-
wano: okres adaptacyjny, okres wzrostu eksponencjal-
nego – obserwowany już po 1 lub 2 godzinach pomiaru 
odpowiednio dla grupy pierwszej i trzeciej oraz fazę 
stacjonarną. Wspomagając pomiar obserwacją ko- 
mórek na beleczce za pomocą elektronowego mikro-
skopu skaningowego oceniono wzrost liczby komórek 
z 1000 do 8000. Dla grupy 2 nie zaobserwowano zmiany 
częstotliwości rezonansowej ani liczby komórek.

Drożdże A. niger i S. cerevisiae są łatwe w hodowli 
i odpowiadają ludzkim patogenom Candida Albicans 
i Aspergillus fumigatus [34]. Za pomocą mikrobiosen-
sora beleczkowego dokonano pomiaru wzrostu komórek 
A. niger i S. cerevisiae w trakcie 4  godzin (96–97% 
RH, 27°C) [35], co daje dziesięć razy szybszą detekcję 
wzrostu niż w standardowych metodach [34]. W pracy 
[34] wykorzystując tryb dynamiczny sensora zaobser-
wowano pączkowanie drożdży oraz rozwój grzybni 
A. niger, co następnie potwierdzono za pomocą zdjęć 
mikroskopowych. Wyznaczono także masę poje-
dynczej komórki S. cerevisiae jako 69 pg i  pojedyn-
czego zarodnika A. niger jako 47 pg. Porównano także 
immobilizację na beleczkach tych drobnoustrojów za 
pośrednictwem białek konkanawaliny, fibronektyny 
i  immunoglobuliny  G. Wykazano, że immunoglobu-
lina G zapewnia maksymalną immobilizację zarodni-
ków, rozwój i wzrost grzybni. W pracy [30] potwier-
dzono możliwość szybkiej detekcji wzrostu A. niger 
(4  godziny). Wykazano także, że podczas gdy masa 
pojedynczego zarodnika na początku pomiaru wynosi 
ok. 34 pg, tuż przed podziałem osiąga 270 pg. Wyzna-
czono prędkość wzrostu grzybni jako 9 µm/h.

3.2. Proteomika

Wśród najważniejszych makromolekuł występu-
jących w żywych komórkach wyróżniamy białka oraz 
kwasy nukleinowe [20]. Kontrola aktywności białek 
jest jednym z najważniejszych zagadnień dotyczących 
wielu dziedzin biologii (np. proteomika) czy medycyny 
(np. stosowanie leków). Aktywność białek zależy od ich 
konformacji, która może ulegać zmianie pod wpły-
wem zmian środowiska, takich jak pH, temperatura, 
czy  pojawienie się wiążącego ligandu. Mikrosensory 
beleczkowe umożliwiają obserwację zmian konfor-
macyjnych białka w czasie rzeczywistym [1]. W pracy 
Gruber’a i  wsp. [17] zbadano za pomocą sensorów 
beleczkowych odpowiedź enzymu ludzkiego topoizo-
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merazy II na różne ligandy. Stwierdzono korelację mię-
dzy ilością ATP a szybkością zmian konformacyjnych 
badanego enzymu. Na podstawie otrzymanych wyników 
stworzono model opisujący ten proces oraz pokazano 
działanie aklarubicyny – leku przeciwrakowego jako 
inhibitora zmian konformacyjnych w topoizomerazie II.

Sensory mikrobeleczkowe ze względu na swoją wy- 
soką czułość znajdują także szerokie zastosowanie 
w  medycynie, głównie do wykrywania markerów 
danej choroby. W tym celu ważne jest właściwe sfunk-
cjonalizowanie beleczki, aby specyficznie wykrywała 
poszukiwane markery. Najczęściej stosuje się wiązania 
antygen-przeciwciało [16]. Między innymi możliwe 
jest wykrycie swoistych antygenów prostaty oraz białek 
C-reaktywnych, które są specyficznymi markerami raka 
prostaty oraz choroby serca [44], czy przeciwciał wiążą-
cych specyficznie antygen tuberkulozy w celu wykrycia 
tej choroby [39].

Sensory beleczkowe mogą być także wykorzystane 
do badania węglowodanów i ich oddziaływań z biał-
kami. Przykładem jest stosowanie tychże sensorów do 
wykrycia wiązań pomiędzy mannozydazą a białkiem 
Cyanovirin-N, które wiąże i blokuje ludzki wirus nie-
doboru odporności (HIV) [17]. Stwierdzono także 
możliwość wykrycia białek wiążących węglowodany 
w stężeniach rzędu pikomoli.

Ważną zaletą mikrobiosensorów beleczkowych 
z  punktu widzenia biologii jest możliwość badania 
inter akcji pomiędzy białkami a kwasami nukleinowymi. 
Wiele procesów metabolicznych takich jak naprawa 
DNA, replikacja, transkrypcja czy translacja jest od tego 
zależna. Głównym białkiem biorącym udział w  tych 
procesach jest białko wiążące jednoniciowe DNA (sin-
gle-stranded DNA-binding protein). Mikrobiosensory 
beleczkowe pozwalają na wykrycie śladowych ilości 
tego białka bez znakowania fluorescencyjnego badanej 
substancji [20]. 

W wielu badaniach wykorzystuje się sensory 
mikrobeleczkowe do rozpoznawania sekwencji DNA 
ze względu na ich wysoką czułość [6]. W pracy [50] 
analizie poddano konformacje jednoniciowego DNA 
(ssDNA), a tym samym powinowactwo do sfunkcjo-
nalizowanej beleczki ze względu na różne warunki, 
takie jak gęstość pokrycia powierzchni czy zmienne 
pH. Pomiary pojedynczych nici DNA wiążą się jednak 
z niepożądanymi reakcjami krzyżowymi z białkami lub 
fragmentami nie docelowych nici DNA. Wykrywanie 
stabilniejszej podwójnej nici DNA daje dokładniejsze 
rezultaty. Obecnie istniejące metody polegają na pomia-
rze masy poszczególnych fragmentów nici DNA, jednak 
wymagane jest porównanie ich do wzorca. W ostatnich 
latach wykorzystano sensor beleczkowy do tego typu 
pomiarów [49]. Wykorzystano tryb dynamiczny do 
pomiaru masy całej nici DNA, a  następnie wprowa-
dzono enzym, który przecina nić DNA w określonym 

stosunku długości (a także masy fragmentów). Proces 
ten jest mierzony w czasie rzeczywistym i możliwe jest 
obliczenie zmiany masy, dzięki czemu nie jest koniecz-
nie porównywanie wyników do wzorca. 

3.3. Inne zastosowania mikrobiosensorów
 beleczkowych

Główną zaletą sensorów mikrobeleczkowych w za - 
stosowaniach fizycznych jest możliwość wykrycia obec-
ności poszukiwanej substancji w bardzo małych stę-
żeniach. Wykorzystywane jest to w wielu dziedzinach 
nauki takich jak meteorologia, kontrola środowiska, 
a także w działaniach antyterrorystycznych [36]. W celu 
wykrycia obecności substancji stosowane są głównie 
metody chromatografii, spektroskopii masowej czy 
też spektroskopii ruchliwości jonów. Metody te jednak 
wiążą się z dużymi kosztami, skomplikowanym przy-
gotowaniem próbki lub długim czasem pomiaru [39]. 
Sensory mikrobeleczkowe pozwalają na szybki i czuły 
pomiar w czasie rzeczywistym, wolny od znaczników 
próbek [50, 20]. 

Zastosowanie wysokiej czułości sensorów mikro-
beleczkowych pokazano w  pomiarach w środowisku 
ciekłym. Jak przedstawiono w pracy [42], beleczka 
pokryta sfunkcjonalizowaną wiązaniami tiolowymi 
mezoporowatą krzemionką wykrywa jony Hg+ z czu-
łością 100 ppb. Natomiast w pracy [9] wykorzystano 
białko AgNt84-6 wiążące specyficznie jony metali do 
detekcji Ni2+, Zn2+, Co2+, Cu2+ oraz Cd2+. Zademonstro-
wano także możliwość wykrywania innych związków 
chemicznych z wykorzystaniem tej metody [2]. 

Potwierdzono także zdolność do wykrywania ma- 
łych stężeń przez sensory beleczkowe w gazach. W pracy 
[37] rozróżniono stosunek składników mieszaniny 
helu, argonu i azotu za pomocą sensora mikrobelecz-
kowego. Idea pomiaru opiera się na zmianie częstości 
rezonansowej drgającej beleczki między środowiskami 
o różnej gęstości. Możliwe jest wykrycie różnicy gęs-
tości ośrodka gazowego z dokładnością do 88 mg/l 
(czułość 49 mg/Hz). Podczas analizy środowiska gazo-
wego za pomocą sensora możliwe jest także określenie 
wilgotności lokalnej [2]. 

Ponadto sensory mikrobeleczkowe są wykorzysty-
wane do wykrywania oparów substancji chemicznych. 
W  pracy [43] zaobserwowano powstawanie wygię-
cia beleczki w wyniku chemisorpcji oparów acetonu, 
etanolu, nitroetanolu oraz wody do beleczki sensora. 
Analizując wygięcie beleczki w czasie rozróżniano 
adsorbowane substancje. Pomiary tego typu mogą 
przyczynić się do zrozumienia mechanizmów chemi-
sorpcji różnych substancji. Sensory beleczkowe mają 
także zastosowanie do wykrywania niebezpiecznych 
substancji oraz materiałów wybuchowych [39]. Aby 
zwiększyć czułość wykrycia oparów badanej substancji, 
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często stosuje się pokrycia beleczek powłokami poli-
merowymi lub warstwami samoorganizującymi (self-
-assembled monolayers – SAMs) [31]. 

Sensory mikrobeleczkowe znalazły także zasto- 
sowania w kalorymetrii ze względu na dużą czułość 
temperaturową (efekt bimetaliczny). Dzięki temu zja-
wisku w pracy [27] badano przebieg reakcji chemicz-
nych zachodzących na ich powierzchni i wyznaczono 
ciepło tej reakcji z dokładnością do 15 fJ. Możliwe 
jest także wyznaczenie temperatury lokalnej z dokład- 
noś cią do 10 µ°C dla temperatury 27°C [14]. We współ-
czesnych badaniach rozwinięto tę metodę poprzez 
wykorzystanie struktur Janusa jako nanostudni na 
powierzchni beleczki. Taka konstrukcja pozwala na 
pomiar kalorymetryczny bez wykorzystywania efektu 
bimetalicznego [29]. 

Oprócz tego opisano także wykorzystanie sensorów 
mikrobeleczkowych do pomiarów przepływu i kie-
runku wiatru [10], gdzie otrzymano wysoką czułość 
(60 µV/(m/s)) dla wysokiej szybkości wiatru (18 m/s), 
czy też do pomiarów zmian gęstości ośrodka z dokład-
nością do 2 mg/l [11]. 

Sensory mikrobeleczkowe w pomiarach fizycznych 
oraz chemicznych zyskały tak szerokie zastosowanie 
głównie dzięki możliwości szybkiego i taniego wykrycia 
bardzo małych stężeń substancji. Mikrometrowe roz-
miary beleczek pozwalają na zmniejszenie wymiarów 
i wagi aparatury, co w przyszłości może pozwolić na 
zbudowanie przenośnych sensorów o wysokiej czułości. 

4. Podsumowanie 

Sensory mikrobeleczkowe mają zastosowanie w wie- 
lu dziedzinach nauki ze względu na wysoką czułość, brak 
konieczności znakowania badanej substancji znaczni-
kami radioaktywnymi czy fluorescencyjnymi, a  także 
możliwość pomiaru w czasie rzeczywistym. Służą do 
pomiarów takich wielkości jak masa obiektów, stężenie 
badanej substancji, prędkość przepływu płynu, gęstość, 
lepkość i skład ośrodka, w którym znajduje się sensor, 
a także pomiaru ciepła reakcji czy wykrywania ślado-
wych ilości substancji. Dzięki funkcjonalizacji beleczek 
możliwa jest także wysoka specyficzność odpowiedzi 
przy jednoczesnej różnorodności zastosowań.

Z powodu powyższych zalet sensory mikrobelecz-
kowe zyskały szczególne miejsce w  badaniach biolo-
gicznych, głównie w mikrobiologii. Dzięki nim moż-
liwy stał się pomiar w czasie rzeczywistym zmian masy 
żywych układów biologicznych na poziomie pojedyn-
czej komórki. Metoda ta może być wykorzystana nie 
tylko do analizy dynamiki wzrostu układów biolo-
gicznych, ale również ich odpowiedzi biologicznej na 
czynniki zewnętrze, takie jak podawane leki czy zmiany 
środowiskowe. Dodatkowo możliwość detekcji ślado-

wych ilości patogenów w niekosztowny i szybki sposób 
może być wykorzystywana w diagnostyce medycznej 
we wczesnym diagnozowaniu chorób. 

W ostatnich latach pojawiły się prace rozwijające 
układ pomiarowy w kierunku uzyskania lepszej pre-
cyzji pomiaru oraz uzyskania przez sensor nowych, 
unikalnych zastosowań. Świadczy to o jeszcze nie 
odkrytych możliwościach tego typu sensora, szczegól-
nie w pomiarach biologicznych. W ciągu kolejnych lat 
można się spodziewać także dalszej miniaturyzacji sen-
sora – możliwość wykrycia śladowych ilości substancji 
w czasie rzeczywistym za pomocą kompaktowego sen-
sora staje się coraz bardziej realna. 
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