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1. Biosensory i biomarkery w analizie i diagnostyce zywnosci

Odnosnie kontroli i monitorowania jakosci zywnosci w aspekcie nanotechnik,
mowi sie przede wszystkim o zastosowaniu miniaturowych biosensoréw, ktore
wspotdziatajgc z odpowiednimi markerami lub biomarkerami stuzg identyfikacji
obcego DNA, biatek, pewnych metabolitow i skazen chemicznych oraz biologicznych,
skracajgc czas pomiaru z dni do minut lub sekund [1b, 3].

Biosensory sa duza podgrupg sensoréw optycznych, mechanicznych i
elektrochemicznych, ktérych idea dziatania opiera sie na biologicznych elementach,

zw. bioreceptorami, efektywnie rozpoznajgcymi analizowany skfadnik (Rys. 1).
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Rys. 1. Konstrukcja biosensora, pracujgcego w skali mikro i nano.

Sposréd kilku typow biosensoréow nalezy wymienic te, ktérych bioreceptory sg
enzymami, antyciatami, biatkami z r6znego rodzaju receptorami, oligonukleotydami
(gtbwnie cDNA Ilub natywne single-strand DNA), a nawet calymi komodrkami
potaczonymi z chemicznymi lub fizycznymi przenosnikami (transducerami).

Biosensory z uwagi na ich bioreceptor, uzalezniony od identyfikowanego

biomarkeru, dzieli sie na (Rys. 2):



e immunosensory (uzycie antyciat), hybrydosensory, bazujgce na cDNA /RNA
kompatybilnym do DNA proébki, znakowane ztotem (i dajacych fluorescencie),

e biosensory enzymatyczne (biatkowe) - immobilizowane struktury,

e biosensory zawierajgce membrany z receptorami nasladujgcymi naturalne
biologiczne receptory,

e biosensory (mikrosensory), zawierajgce cale, zywe komorki, immobilizowane
w szeregach (array, cell biochip) z systemem do fluorescencyjnej detekcij,

e jak réwniez biosensory tkankowe (takze mikrobiosensory), zawierajgce
struktury komorkowe, bazujgce na pomiarach stosunku proceséw

katalitycznych i oddechowych komoérki, w odniesieniu do nanoskali.

Rys. 2. Grupy biosensoréw, np. bazujgcych na DNA, biatkach i innych matych
czasteczkach, ktorych dziatanie polega na pomiarze wydzielanego fotonu

swietlnego podczas identyfikacji poszukiwanego skfadnika [3, 5].

Odbiér sygnatéw z bioreceptora odbywa sie poprzez, tzw. transducery (patrz Rys.
1), tj. przez pewnego rodzaju przenosniki, mierzace zmiany powstate w wyniku
pofaczenia sie sensora z analizowang jednostkg (analitem, tj. sktadnikiem, bedgacym
np. poszukiwanym biomarkerem), przeksztatcajgce w ten sposob jedna forme energii
w druga. Czutos¢ systemu pomiarowego jest zdeterminowana typem zastosowanego
transducera, np. amperometrycznego, przewodnikowego, potencjometrycznego,

cieplnego, czy optycznego. Stad, méwimy o pomiarach:



o elektroaktywnych (amperometrycznych) przy uzyciu odpowiednich elektrod
(np. nanoelektrod weglowych, ze ztota, cyny oksydowanej), bardzo czutych,

e zmiany pH rejestrowane przez pétprzewodniki (semiconductors),

e 0 pomiarach mikrokalorymetrycznych przez thermistory,

e 0 pomiarach piezoelektrycznych, wskazujgcych najczesciej na zmiany masy,
np. mikroorganizmow,

e | 0 calym systemie pomiar6w swietinych w aparatach optycznych, jak np. w

spektrofotometrach, fluorometrach, luminometrach, czy fotometrach.

Membrany sg jednym z najwazniejszych komponentéw biosensorow, bowiem
ochraniajg system pomiarowy przed zanieczyszczeniem, eliminujg interferencje oraz
kontrolujg status operacyjny biosensora. Powierzchnie biosensorow sg
odpowiedzialne za funkcjonalng bioselektywnos¢ uktadu pomiarowego dzieki
powinowactwu do pewnych substancji lub na skutek zjawiska odpychania, bedacego
wynikiem fizyko-chemicznych wtasciwosci membrany. Efekty te sg podstawowym
narzedziem pomiarowym w nanobiotechnologii, np. detektory i biosensory do
monitoringu réznego rodzaju skazen chemicznych i biologicznych [5].

Reasumujac, biosensory mogg by¢ uzyte do identyfikacji réznych analitéw, tj.
badanych sktadnikow (w tym biomarkerow), jak mikroorganizméw patogennych
(metoda fluorescencyjng, chemiluminescencyjng lub piezoelektryczng w potaczeniu z
immunologiczng), pestycydow, czy réznego rodzaju toksyn (w tym polipeptydowych,
czy biatkowych mykotoksyn), antybiotykow, obcego DNA, np. GMO Ilub innych
szkodliwych zwigzkéw. Wyzej wymienione substancje wystepujg, poza srodowiskiem
naturalnym, w produktach zywnosciowych, m.in. w napojach fermentowanych (np.
piwo, wino), stad istnieje koniecznos¢ szybkiej i precyzyjnej ich identyfikacji, a te

wymagania sg w zasiegu mozliwosci hanobiotechnologii.

2. Technika macierzy (array ) w skali nano (Lab —on —a - chip)

Miniaturyzacja i automatyzacja metod analitycznych pozwala na wykorzystanie
technik genetycznych (genomiki), wynikéw badan biatek (proteomiki) oraz pewnych
metabolitow (metabolomiki) w systemach macierzy (mikro- i nanoarray) (Rys. 3, 4 5)

oraz w systemach NEMS (Nano-Electromechanical-System, Rys. 6).



Fluorescencja

Rys. 3. Hybrydyzacja cDNA na ,chipie” (array). Pomiar fluorescencyjny DNA po

hybrydyzaciji [wg firmy GeneScan, Freiburg-Germany].

Rys. 4. Biosensor bazujacy na technice macierzy (microarray).

W przeciwienstwie do technologii mikro- i nanomacierzy, ktére pozwalajg
jedynie na przeprowadzanie pojedynczych oznaczen na jednym elemencie,

podstawg idei sensora lab-on — a —chip (LOC) jest oparcie catego, tzw. mini

laboratorium na matym elemencie nosnym, pomiedzy dwiema elektrodami, w wyniku
czego, np. procesy izolacji DNA, mieszania, separacji magnetycznej, detekcji, ew.
sekwencjonowania genéw oraz analizy danych poddane sg ogromnej kumulacji na

pojedynczej ,platformie”, tj. na bardzo matej powierzchni ,chipu”.
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Rys. 5. Technologia macierzy (micro- i nanoarray) z wykorzystaniem genomiki.

Zasada funkcjonowania [5].

Tzw. high-density DNA biochipy dajg mozliwos¢ analizy do 10 000 gendw
rébwnoczesnie, inne natomiast, dzieki specyficznej budowie nanobiosensora
pozwalajg na identyfikacje pewnej liczby biomarkeréw jednoczesénie [1c, 2, 3, 5, 8].

Stad systemy LOC z tytulu ich miniaturyzacji i réznorodnosci w
konstrukcyjnych rozwigzaniach, mogg stuzy¢ jednoczesnie kilku niezaleznym etapom
pomiarowym, np. zanieczyszczen wody pitnej. Poza tym dzieki mikro- i
nanoelektronice oraz mikrofluidyzacji mozna zrealizowa¢ in real-time kompletny
eksperyment, zuzywajac minimalne ilosci materiatéw, rzedu pikomoli.

Konstrukcja systeméw NEMS bazuje obecnie na trzech gtéwnych
rozwigzaniach technicznych z zakresu nanobiotechnologii, tj. na tworzeniu nano-
widkien (nanotubes), nano-poréw (channels) i bioaktywnych powierzchni o grubosci
nanometrow (nm) (Rys. 6). Rozwigzania te mogg by¢ instrumentem badawczym i
mie¢ okre$lone zastosowanie w monitoringu bezpieczenstwa w zakresie calej tzw.
bialej biotechnologii, tj. technologii zywnosci (w tym rolnictwa) oraz ochrony

srodowiska.



Rys. 6. MEMS/NEMS (Mikro-Elektro-Mechaniczny-System/ Nano-Elektro-
Mechaniczny-System). Rezonatory [1d, 5].

3. Funkcjonalne nanomateriaty dla nanobiotechnologii

Ogromng role w nanotechnologii odegrato uzycie techniki ,bottom up” i
zsyntetyzowanie, tzw. sztucznych, inteligentnych materiatéw (np. typu polipeptydéw,
protein, silikonéw, czy wielu innych nieorganicznych komponentoéw, jak metale
szlachetne, wegiel i inne), metodg ,atom-po-atomie” lub ,czasteczka-po-czasteczce”,
tworzacych warstwe w postaci nano-filmu (powtoki o grubosci nm), perfekcyjnie
integrujacego sie z biologiczng komorka, lub jej wewnetrznymi organami oraz z
niektérymi genetycznymi strukturami [5].

Jednym ze sposobow otrzymywania ,inteligentnych” materiatow jest tzw.
samoporzadkowanie (self-assembly), kiedy atomy, badz czgsteczki organizujg sie w
struktury zgodnie z ich naturalnymi wtasciwosciami, np. w przypadku tworzenia
krysztatow dla poétprzewodnikow. Inna metodq jest uzycie odpowiednich technik,
celem usuniecia ze struktury materiatu, pojedynczo, w sposob kontrolowany, atoméw
lub czgsteczek (positional assembly) [5].

Przewiduje sie, ze w najblizszych latach produkcja nanomateriatbw obejmie
otrzymywanie:



o zwigzkéw  silikonowych, przeznaczanych do budowy podzespotéw
elektronicznych, baterii, mikromaszyn w sensorach,
o badz struktur weglowych (wtdkien, carbon nanotubes), o srednicy od kilku nm i

dtugosci kilku cm, powstaltych po wielowarstwowym zrolowaniu cienkich

powtok weglowych,
o krysztatbw magnetycznych w postaci nanoziaren,
o nanomembran do efektywniejszego oczyszczania wody.

W produkcji bioreceptorow dla chemicznych i biochemicznych sensorow
wazng role odgrywajg precyzyjnie napylane/immobilizowane metale, sproszkowany
diament lub wegiel (grafit)y w postaci cienkiego ,filmu”, immobilizowane
potprzewodnikowe widkna/cylindry weglowe (carbon tubes) [4], ktdre pracujg jako
element pomiarow elektrochemicznych (przy oznaczaniu metali ciezkich, czy

substancji organicznych) (rys. 7) [9].
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Rys. 7. Schemat orientacji przestrzennej nanomateriatu sktadajgcego sie z weglowych

nanowiokien (nanocylindrow) [4, 5, 8, 9].

Ponadto, metalowe i potprzewodnikowe nano-czasteczki sg obecnie uzyte
jako markery (w postaci tag) do organelli komorkowych lub catych komorek oraz jako
markery w diagnostyce DNA, jak roéwniez podczas identyfikacji przeptywu
dozowanych lekéw w strukturze organizmu (tzw. drug delivery). Podczas znakowania
pewnymi metalami materiatu biologicznego, wykorzystano, np. wiasciwosci
fluorescencyjne tych metali (ztoto), o réznych, nawet nano stezeniach, co czyni, ze

pomiary sg prostsze i bardziej selektywne.



W wyniku prac z dziedziny inzynierii tkankowej stworzono bioaktywne
powierzchnie  (homologiczne do  autentycznych, naturalnych  struktur),
wykorzystywane do  konstrukcji  biosensoréw, z mozliwoscia do  tzw.
samoporzadkowania (self-organisation, self-assambly) lub hybrydyzacji struktur
bioreceptora w biosensorze z poszukiwanym materiatem probki [5].

W pracy nad syntezg nanomateriatow dla biosensoréw istotnym byt fakt
opracowania metody stabilizacji i zwiekszenia przyczepnosci analizowanych
biologicznych czasteczek (analitdw), nadajgc nanostrukturze bioreceptora, np. postaé
powtoki koloidalnej, w ktérej dzieki usieciowanym, hydrofilnym polimerom mogty byé
skutecznie upakowane bioreceptory, sktadajgce sie z nanostruktur, jak np. widkien
weglowych, metali szlachetnych, pétprzewodnikdw i magnetycznych nanoczasteczek
(Rys. 8) [9].
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Rys. 8. Schemat stabilizacji nanostruktur (np. widkien/cylindréw weglowch) przez

usieciowane, hydrofilne bloki powtok kopolimerowych (SWNT — Single-Walled
carbon Nanotubes) [4, 8, 9].

Powyzsze badania sg wybitnie interdyscyplinarne, wymagajace np. udziatu
specjalistow z zakresu syntezy chemii organicznej i polimerow.

Do ochrony przed zakidéceniami sygnatow, odbieranych przez transducer,
stosuje sie kompozycje dielektrykbw. Tego samego typu materiaty stuzg do
kapsutkowania réznych substancji, ktére sg nastepnie transportowane do wnetrza
komorek. Innego rodzaju materiaty wykorzystywane sg do tworzenia transducerow
piezoelektrycznych, potprzewodnikowych, czy optycznych. Generalnie nanomaterialy
produkowane sg w trzech wersjach, tj.:

o pod postacig jednowymiarowych uktadéw, np. warstwy powlekajace o grubosci

nm,



o pod postacig dwuwymiarowych uktadéw, np. nanowtékna, nanocylindry,

o trojwymiarowych struktur, jakimi sg nanoczasteczki.

Praca nad nanomateriatami i ich uzyciem niesie jednak w przypadku braku
zachowania ostroznosci (i regulacji prawnych) pewne ryzyko zagrozenia zdrowia
ludzkiego [6, 7]. Szczegblnie odnosi sie to do nanoczasteczek, ktére wdychane w
spos6b niekontrolowany przez cziowieka, dzieki szybkiej penetracji, moga
powodowac toksykacje organizmu. Wynika to z faktu kumulacji i duzej chemicznej
reaktywnosci nanoczasteczek o wiekszej powierzchni w stosunku do
mikroczgsteczek.

Stad dazy sie do opracowywania nanomateriatdw o niskiej rozpuszczalnosci i
0 matej reaktywnosci powierzchniowej. Poza tym zaleca sie, by:

o proces fabrykacji sktadnikow w formie nanoczgsteczek, jak rowniez
postugiwanie sie zwigzkami chemicznymi, wchodzagcymi w sktad
nanoczasteczek powinien przebiega¢ pod $cistg kontrolg, w catkowicie
bezpiecznych dla zdrowia warunkach,

o produkty zawierajace nanoczgsteczki muszg by¢ oznakowane w celach

informacyjnych dla konsumenta.

4, Systemy mikrofluidyzacji dla nanobiotechnologii

Istnieje wiele dowodow na to, ze zintegrowane systemy mikrofluidyzacyjne dla
nanobitechnologii  spetniajg bardzo praktyczng role. Umozliwiajg bowiem
skonstruowanie ,nanbiobotow” (nano/mikrofluidyzacyjnych chipow), dziatajgcych w
stosunku do konwencjonalnych metod analitycznych szybciej, precyzyjniej i
sprawniej, jak rowniez w sposéb bardziej czuty oraz w tzw. real-time i w odniesieniu
do minimalnej ilosci prébki, rzedu nanolitra, a nawet pikolitra [1a, 1e, 5].

Istnieje w tym przypadku tzw. sprzezenie zwrotne pomiedzy osiggnieciami
techniki mikrofluidyzacji a genomika, czy proteomikg. W przysztosci bedzie to
podstawg wielu konstrukcji bioNEMS (bio-nano elektromechanicznych systeméw).

Tak daleko posunieta miniaturyzacja sprawia, ze procesy badania probek

biologicznych mozna catkowicie zautomatyzowac.
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NANOBIOTECHNOLOGY — APPLICATION IN FOOD TECHNOLOGY

Abstract

Nanotechnology is engineering and manufacturing at the molecular or nanometer length
scale. The application of nanotechnology to biotechnology is called nanobiotechnology,
which may be realize in many ways and it is going to have broad, sweeping applications that
have the potential to significantly improve the quality and safety of food. It will be the first
step and will play a prominent role. Nanotechnology is expected to revolutionize
biotechnology.

The more exciting applications of nanobiotechnology is the development of nanobiosensors
(with nanofluidic chips) that can be placed in food production and food distribution facilities —
and, longer term, in the packing itself — to detect rapid and sensitive the presence of
everything from biological cells, GMO and foreign protein, microorganisms. Also, a new
generation of “intelligent” nanomaterials and “smart” products, can selectively attach
themselves, i.e. to any number of food pathogenes.

On the one side, further breakthroughs in crop DNA decoding and analyze enable the
industries to predict, control and improve the agricultural production. On the other side, with
nanobiotechnology of manipulating the molecules and the atoms of food, the future food
industry has a powerful method to design food with much more capability and precision,
lower coasts and sustainability. Functional food will benefit firstly from the new technologies,
followed by standard food, nutraceuticals and others. The future belongs to new products
and processes with the goal to customize the products.

The speed and simplicity of nanotechnology methods gives researchers the flexibility to
experiment with the conception and construction of nano-chips, i.e. DNA-chips, protein-chips
or lab-on-a-chip, nanobiobots that can test any number of ideas.

All developed nanomachines and nanobiobots can be used to analysis of food, i.e. for yeasts
and bacteria with industrial character, for identification of their genome, proteome and
metabolome. These practical aspects of nanobiotechnology have a big application in food
processing and food safety in near future.
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