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Bioczujniki (biosensory) sa to urzadzenia analityczne do wykry-
wania lub oznaczania iloSciowego substancji w badanym materiale,
w obecnosci wielu innych sktadnikéw. Sktadaja sie one z czutego ele-
mentu biologicznego i przetwornika.

Rozwdj biosensoréw rozpoczyna sie od 1962 r. wraz z wynale-
zieniem przez Lelanda C. Clarka elektrod enzymatycznych. Od tego
czasu opracowano bardziej zaawansowane, czulsze i coraz bardziej
niezawodne bioczujniki. Znalazty one zastosowanie m.in. w badaniach
$rodowiska [I] , analityce medycznej [2+4] oraz kontroli proceséw
technologicznych [5].

Definicja i budowa biosensora

W zaleznosci od obszaru zastosowania, uzywa si¢ réznych de-
finicji i terminologii biosensora. Moga by¢ one nazywane immuno-
sensorami, bioczipami albo biokomputerami. Wedtug definicji reko-
mendowanej przez IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) jest to urzadzenie, w ktérym do wykrycia zwiazkow
chemicznych stosuje si¢ okreslone reakcje biochemiczne w ukfa-
dach zawierajacych wyizolowane enzymy, systemy immunologicz-
ne, tkanki, organelle albo cate komérki. Sktada sie on z biologicznie
aktywnej czesci receptorowej oraz elementu przetwornikowego.
Zadaniem bio-receptora jest specyficzne oddzialywanie z analitem
i jego wychwycenie sposréd innych substancji. Przetwornik zamie-
nia biochemiczny sygnat rozpoznania miedzyczasteczkowego na sy-
gnat analitycznie uzyteczny. Zazwyczaj detekcja polega na pomiarze
sygnatéw elektrycznych, termicznych lub optycznych [6]. Na Ry-
sunku | przedstawiono schemat ideowy biosensora.
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Rys. |. Schemat ideowy biosensora

O uzytecznosci biosensora decyduja odpowiednie parametry
analityczne. Wedtug protokotéw walidacyjnych okresla sie cztery
zestawy parametrow: (1) zakres dynamiczny i linowy krzywej kali-
bracyjnej, czuto$¢, granica wykrywalnosci i oznaczalnosci, (2) selek-
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tywnos¢ i wiarygodno$é otrzymywanych wynikéw, (3) czas odpo-
wiedzi, (4) powtarzalno$¢, stabilnos¢ i ,,czas zycia” biosensora [6].

Podziat biosensorow

Biosensory sa najczesciej klasyfikowane ze wzgledu na metode
przetwarzania sygnatu biologicznego albo zastosowany biologicz-
ny element wykrywajacy. Podziatu mozna tez dokona¢ ze wzgledu
na rodzaj wykrywanej substancji. Jako biologiczny element biosensora
stosuje sie enzymy [7], przeciwciafa [8], inhibitory [9] aptamery [10],
Zywe organizmy oraz tkanki roslinne lub zwierzece [1 1]. Ze wzgledu
na rodzaj przekazywania sygnatu, biosensory dzieli sie na elektro-
chemiczne [4], akustyczne [12], termiczno/kalorymetryczne [13, 14]
oraz optyczne [I5] (Rys. 2)
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Rys. 2. Podziat biosensoréow

Optyczne biosensory

W ciagu ostatnich kilku dekad obserwowany jest intensywny
rozwoj zastosowania optycznych biosensoréw do badan oddzia-
tywan biomolekut. Stanowia one potezng alternatywe w stosunku
do konwencjonalnych technik analitycznych, zwfaszcza ze wzgledu
na wysokg czuto$¢, maty rozmiar, dobre analityczne parametry oraz
optacalnos¢. Tego typu biosensory oparte s3 na pomiarze zmian pa-
rametrow optycznych na skutek reakcji czesci receptorowej z ana-
litem. Generalnie, istnieja dwie mozliwosci wykrywania substanciji:
metoda bezznacznikowa (label-free) oraz detekcja oparta na stoso-
waniu znacznikéw, np. fluorescencyjnych. Zasadnicza réznica mie-
dzy tymi technikami jest taka, ze metoda bez-znacznikowa pozwala
na bezposrednia ocene wiasciwosci substancji, natomiast przy stoso-
waniu znacznikdw obserwuje sie efekt fluorescencyjny znakowanej
substancji w poréwnaniu do srodowiska.

Optyczne przetworniki moga by¢ oparte na pomiarach
zmian absorbancji, luminescencji, polaryzacji albo wspéfczynnika
zatamania [16, 17].

Wiele optycznych biosensoréw opiera sig na zjawisku powierzch-
niowego rezonansu plazmonéw (SPR) w wersii klasycznej oraz réz-
nych modyfikacjach. Jest m.in. powierzchniowy rezonans plazmonéw
w wersji imaging (SPRI) [18+-20], wieloparametrowy powierzchniowy
rezonans plazmonéw (MP-SPR) [21], zlokalizowany powierzchniowy
rezonans plazmonéw (L-SPR) [22].
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Istota metody SPR

Metoda powierzchniowego rezonansu plazmonéw SPR (ang.
Surface Plasmon Resonance) jest technika optyczna badajaca zmiany
wspotczynnika zafamania spowodowane zwiazaniem sie czasteczek
na powierzchni metalu.

W sieci krystalicznej metalu wystepuje gaz elektronowy, czyli
swobodne elektrony-plazmony, ktére kraza miedzy weztami sieci
krystalicznej. Mozna przyja¢, ze plazmony sg odpowiednikiem fo-
tonéw, bedacych kwantami promieniowania elektromagnetyczne-
go. Odgrywaja istotng role w zjawiskach optycznych zachodzacych
w warstwie metalu.

Aby doszto do rezonansu plazmondw, energia fotonu padajacego
na powierzchnig¢ metalu musi by¢ réwna energii drgan oscylacyjnych
plazmonéw. Ze wzgledu na to, ze energia plazmondéw z wnetrza
metalu jest znacznie wieksza niz fotonow z zakresu $wiatfa widzial-
nego, w rezonans moga wejs¢ tylko plazmony z powierzchniowej
warstwy metalu o grubosci 300-400 nm. Dlatego méwimy o zja-
wisku powierzchniowego rezonansu plazmonéw (SPR, ang. Surface
Plasmon Resonance).

Efekt SPR mozna zaobserwowac¢ w scisle okreslonych warunkach.
Przede wszystkim konieczne jest umieszczenie cienkiej warstewki me-
talicznej miedzy dwoma osrodkami rézniagcymi sie w sposéb istotny ge-
stoscig optyczna, np. szkto/woda, szklo/powietrze itp. [23]. Niezbedne
jest réwniez wygenerowanie pola nadkrytycznego, ktére ma postaé
funkcji wykfadniczej zanikajacej na powierzchni metalu. Najbardziej
odpowiednie metale, to ztoto, srebro, platyna, miedz lub glin. Stoso-
wane jest najczesciej ztoto, poniewaz charakteryzuje sie wysoka sta-
bilnoscia chemiczna [24].

Do opisu zjawiska powierzchniowego rezonansu plazmondw naj-
bardziej popularne s3 dwie konfiguracje: Otto i Kretschmanna. W prak-
tyce najczesciej stosuje sie konfiguracje Kretschmanna. Opiera sig ona
na zjawisku catkowitego odbicia, ktére ma miejsce, gdy monochroma-
tyczna, p-spolaryzowana wiazka $wiatta przechodzi przez ukiad: szkfo
(o wysokim wspéfczynniku zatamania n )/warstwa metalu/dielektryk
(o matym wspétczynniku zatamania n,). Pod pewnym katem wzbu-
dzenia rezonansowego plazmondéw nastepuje zmniejszenie intensyw-
nosci odbitego $wiatta. Méwimy wéwczas o kacie SPR. Jest on bardzo
czuly na zmiany powierzchni zlota. Technika SPR polega na pomiarze
intensywnosci $wiatfa odbitego. Potozenie kata SPR zalezy od wspét-
czynnika zatamania w o$rodku o nizszym n przy powierzchni metalu.
Zmienia sig on na skutek wiazania czasteczek na powierzchni metalu.
Istnieje liniowa zalezno$¢ miedzy iloscia zwigzanych czasteczek a prze-
sunieciem kata SPR [24].

Metoda powierzchniowego rezonansu plazmonéw w wersji
imaging (SPRI)

Tradycyjne sensory SPR mierza zalezno$¢ reflektanciji jako funkcje
kata padania. Metoda SPRI eliminuje ztozono$¢ skanowania kata, gdyz
pomiary dokonywane sa przy okreslonym kacie padania i zbieraja $wia-
tto odbite za pomoca kamery CCD, ktéra odczytuje natezenie $wiatta
odbitego w postaci obrazu [25].
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Rys. 3. Schematyczny diagram detekcji metoda powierzchniowego
rezonansu plazmondéw w wersji imaging (SPRI)

CHEMIK nr65/2014 ¢ tom 68

Kat, przy ktérym prowadzi sie¢ pomiary, zawiera si¢ w liniowym
obszarze spadku reflektancji, tak zeby zmiany natezenia $wiatta byty
proporcjonalne do zmian wspoétczynnika zatamania $wiatfa wywota-
nych zwiazaniem kolejnych biomolekut na powierzchni biosensora.

Po adsorpcji kolejnych czasteczek, rezonans zachodzi przy
wiekszych katach padania. llustruje to krzywa | (Rys. 3). Wiecej
$wiatta ulega odbiciu od miejsc reakcji niz od obszaréw pokrytych
ztotem. Przesunigcie krzywej SPR wystepuje po interakcji czaste-
czek analitu z miejscami reakcyjnymi, co zwigksza stopien odbicia
— (krzywa Il Rys. 3). W Tablicy 2 przedstawiono roéznice klasycznej
metody SPR oraz w wersji imaging.

Tablica |
Poréwnanie metod SPR i SPRI

Metoda SPR Metoda SPR Imaging

Podczas pomiaréw zmieniany jest kat Pomiary prowadzone sa przy stalej

padania promieniowania wartosci kata padania promieniowania

Rejestruije sie krzywe zaleznosci: W wyniku pomiaru uzyskuie sig obraz

(zdjecie), ktory poddaje sig dalszej
analizie, aby uzyska¢ warto$¢ sygnatu SPR

reflektancji od kata padania

sygnatu SPR od czasu

Najczesciej stosowany jest ukfad
przeptywowy

Do pomiaréw uzywa sig specjalnie
przygotowanych czipéw

Biosensor SPR pozwala na jednoczesny | Biosensor SPRI umozliwia jednoczesny

pomiar wielu probek

pomiar jedynie jednej probki
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Rys. 4. Schemat aparatury do pomiaréw SPRI

Generalnie, aparatura SPRI skfada si¢ z czeéci optycznej, prze-
twornika, ktéry wspétdziata z elementami optycznymi, i czescia bio-
chemiczng czujnika oraz uktadu elektronicznego umozliwiajacego
przetwarzanie i rejestracje danych. Cze$¢ optyczna aparatury SPRI
zawiera zrédto promieniowania (laser He-Ne, argonowy lub dioda
LED), elementy optyczne (soczewki, polaryzatory, lustro) oraz pry-
zmat z cienka warstwa metalu, w ktérym wzbudzana jest fala re-
zonansowa plazmondw [26, 27]. Przetwornik przeksztafca zmiany
zachodzace na powierzchni metalu na zmiany wspoétczynnika zata-
mania $wiatfa, ktéry moze by¢ okreslany przez optyczng detekcje
SPR. W procesie tym sygnat elektryczny jest generowany i przetwa-
rzany przez uktad elektroniczny. Aparatura SPRI zwykle wyposazo-
na jest w kamere CCD do wychwytywania $wiatta odbitego z calej
powierzchni czipa. Bardzo wazna czescia uktadu SPRI jest czujnik
z czutym elementem rozpoznajacym. Konstrukcja powierzchni takie-
go czujnika zalezy od jego producenta i praktycznego zastosowania.
Zazwyczaj jest to czip szklany z warstwa obojetnego metalu (zfota
o grubosci 50 nm). Niemodyfikowana warstwa ztota nie jest odpo-
wiednim $rodowiskiem dla biomolekularnych interakcji, w zwiazku
z tym, warstwy zltota s3 modyfikowane, np. monowarstwa tiolu [24].
Unieruchomienie biokomponentéw na zmodyfikowanej chemicznie
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warstwie zlota jest zwykle wykonywane za pomoca: adsorpcji, wia-
zan kowalencyjnych, oddziatywan hydrofobowych lub specyficznego
powinowactwa czastek [28]. Jest to wazny etap w procesie tworze-
nia czujnika biologicznego, poniewaz wptywa na jego wydajnos¢.

Zastosowanie biosensoréw SPRI

Komercyjny aparat do pomiaréw SPR pojawit sig w 1990 r. i stat
si¢ kluczowym narzedziem badawczym dla rozwoju nauk farmaceu-
tycznych, kontroli jakosci zywnosci, monitoringu srodowiska oraz
analiz klinicznych [29]. W ciagu ostatnich lat opublikowano wiele
prac dotyczacych praktycznego zastosowania techniki SPR jako me-
tody detekcji. Jednak jednym z najbardziej istotnych osiagnie¢ w tej
dziedzinie jest SPR w wersji imaging (SPRI), ktéry stanowi obiecujaca
i uniwersalna metode detekcji w postaci tablicy z wieloma aktywnymi
miejscami (spotami). Kazde z nich moze dostarcza¢ informaciji o efek-
cie SPR jednoczesnie. Biosensory SPRI mozna stosowa¢ do badania
interakcji w réznych ukfadach biologicznych zawierajacych biatka,
oligonukleotydy, oligosacharydy, lipidy, fagi, czastki oraz komorki wi-
ruséw. Przyktady praktycznych zastosowan biosensoréw SPRI przed-
stawiono w Tablicy 2.

Tablica 2
Przykiady praktycznych zastosowan biosensoréw SPRI
. Limit Litera-
Substancja oznaczana Receptor .
detekcji tura
Przeciwciato ludzkie Fas/
Biatko Fas TNFRSF6/CD95 (monoklo- | 2,06 pg/ml [30]
nalne IgG1)
Angiopoetyna-2 przeciwciato ludzkie mono- 200 pg/mi 30]
glopoetyna- klonalne 1gG2a P
Inhibitor PSI, 0,16 nmol/l
< Proteasom 20S [9]
E Inhibitor epoksomycyna | 0,27 nmol/l
% Katepsyna D Inhibitor pepstatyna A 0,12 ng/ml [2]
% Katepsyna B
S Inhibitor cystatyna C 0,39 ng/ml [2]
E Przeciwciato poliklonal
8 - rzeciwciato poliklonalne-
5 TAGLN2 (transgelina-2) anty- TAGLN2 3 ng/ml [31]
< -
a ALCAM('gen aktywacji Przeciwciato poliklonalne-
leukocytow czasteczek 6 ng/ml [31]
" . . anty-ALCAM
adhezji komorkowej)
Przeciwciato poliklonalne 90 pg/ml
Aromataza P pef [26]
Inhibitor exemestan | pg/ml
hCG (gorjadotropina ' Przeciwcial'fa poliklonalne | 100 ng/ml 32
kosméwkowa) tiolowane oligonukleotydami
Bakterie E coli
akterie E coli (gram T4-fagi 10 CFU/mL|  [33]
negatywne)
Mykotoksyny:
s Deoksyniwalenol DON przeciwciata 17 ng/ml [34]
‘é Zearalenon ZEN 10 ng/ml
Q| Al iastkach
ol érgenx W ciastl ac- przeciwciala rzedu ug/ g 35]
2 i ciemnej czekoladzie produktu
£
6 Antybiotyki w mleku
8 (Neomycin, Gentamicin,
% Kar.lamycin, Streptf)- reaktywny h'ydroiel Z grupa rzedung/mi|  [36]
& | myein, Sulfamethazine, aminowa
ﬁ Chloramphenicol,
3 Enrofloxacin)
<
zZ
<
'Herblcydy (kwas 2,4- | Przeciwciato (anty 2,4-D-B- 0,5 ng/mi 371
dichlorofenoksyoctowy ) SA)
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Podsumowanie

Technika SPRI umozliwia monitorowanie oddzialywan w cza-
sie rzeczywistym i jest tzw. metoda label-free. Nie wymaga uzycia
znacznikéw, jak np. w metodach fluorescencyjnych czy nawet w te-
stach ELISA. To powoduje, ze oznaczane substancje nie traca swoich
wiasciwosci funkcjonalnych. Biosensory z detekcja SPRI reprezentuja
metode do oznaczania wielu (nawet do stu) interakcji biologicznych
jednoczesnie, co daje mozliwos¢ wielosktadnikowej analizy w prob-
kach. Rozwdj metod z wykorzystaniem tej techniki otwiera droge
do oznaczania biomolekut w prébkach rzeczywistych na szeroka ska-
le. Potaczenie biosensoréw z technika SPRI jest szansa na szybka, ta-
nia i nie uciazliwa diagnostyke pacjentéw oraz analize réznych prébek
$rodowiskowych.
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NOWE PRODUKTY

Nowe odmiany PE i PP do produkcji zakretek

Podczas konferencji AMI Plastic Closure Innovations’2014, ktéra od-
bywata sie w dniach 28-30 kwietnia w Berlinie, koncern SABIC zaprezen-
towal dwie nowe odmiany poliolefin do produkciji zakretek. Bimodalny
polietylen wysokiej gestosci SABIC HDPE AX7611 przeznaczony jest
do produkji zakretek i zamknie¢ do wody gazowanej oraz innych napo-
jow bezalkoholowych. Z kolei najnowsza odmiana polipropylenu SABIC
PP PHC28 zostata opracowana z mysla o rynku zakretek specjalistycznych.
Bimodalny polietylen wysokiej gestosci AX76 | | odznacza sig znakomitymi
wlasciwosciami organoleptycznymi oraz dobrymi parametrami w zakresie
przetworstwa. Jak podkreslajg przedstawiciele firmy, zastosowanie tego
materiatu umozliwia producentom zakretek znaczaco ograniczy¢ zuzycie
tworzywa. HDPE AX76 | | posiada dwukrotnie wyzsza zdolnos¢ do ptynie-
ciaanizeli standardowe odmiany polietylenu, dziki czemumoznaznaczaco
skroci¢ czas cyklu. Przetwarzanie tworzywa staje si¢ w ten sposéb bar-
dziej efektywne, zmniejsza si¢ bowiem ilos¢ pobieranej energii. Ponadto
tworzywo to prezentuje doskonate wiasciwosci w zakresie odpornosci
na korozje naprezeniowa. Pozwala to producentom na wytwarzanie
wytrzymalych i bezpiecznych detali, zabezpieczonych przed pekaniem
i przeciekaniem w trakcie wielokrotnego uzytkowania przez konsumen-
tow. Dodatkowo, dzigki wysokim parametrom w zakresie wskaznika pty-
niecia, nowa odmiana HDPE szczegélnie nadaje sie do produkgji detali
o obnizonej wadze. (kk)

(http://www.plastech.pl, 5.05.2014)

BADANIA | ROZWO)

Otwarcie Centrum Biotechnologii Molekularnej (CBM)

W poniedziatek 19 maja 2014 r. w Instytucie Biochemii i Biofizyki
PAN nastapito otwarcie Centrum Biotechnologii Molekularnej (CBM).
W uroczystosci wzigt udziat Prezes PAN prof. Michat Kleiber, ktéry do-
konat otwarcia tej jednostki. Centrum Biotechnologii Molekularnej Insty-
tutu Biochemii i Biofizyki PAN powstato w ramach projektu ,Centrum
Badan Przedklinicznych i Technologii (CePT)”. CePT jest najwigkszym
przedsigwzigciem biomedycznym i biotechnologicznym w Europie
Srodkowo-Wschodniej. Celem projektu jest utworzenie w Warszawie
preznego osrodka naukowego skfadajacego sig ze $cisle wspotpracuja-
cych ze sobg $rodowiskowych centréw badawczych, w ktérych prowa-
dzone beda badania dotyczace najczesciej wystepujacych chordb cywili-
zacyjnych, w szczegdlnosci: choréb nowotworowych, neurologicznych,
uktadu krazenia oraz schorzen zwiazanych ze starzeniem sie. (kk)

(http://www.aktualnosci.pan.pl, 20.05.2014)

Ball Corporation

Ball Corporation opublikowat raport firmy w dziedzinie zréw-
nowazonego rozwoju oraz wyznaczajacy kierunki dziatan na 2014
i 2015 rok. Zmniejszenie sladu weglowego, wieksza energooszczed-
nos$¢ produkcji czy tez wsparcie programéw promujacych recykling
to tylko niektore cele, ktdre Ball stawia przed sobg w najblizszych la-
tach. Kluczowym osiagnieciem Ball Corporation byto wprowadzenie
do produkgcji nowej, jeszcze bardziej przyjaznej srodowisku, lzejszej
puszki do napojoéw o pojemnosci 330ml, ktorej waga wynosi mniej niz
10 gram. 33 z 6| zaktadéw produkcyjnych Ball Corporation na catym
$wiecie nie wyprodukowato odpadéw przeznaczonych na wysypi-
sko a odsetek odpadéw poddanych recyklingowi i ponownie uzytych
do produkcji wzrést z 54 do 65%. Ball zmniejszyt roéwniez emisje ga-
zéw cieplarnianych w skali globalnej o niemal 8%. (em)

Wiecej na: www.ball.com/sustainability

(informacja prasowa Ball Corporation, 4.06.2014 r.)
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