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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob nadajacy sie do wykrywania obecnosci réznych badanych
substancji, na przyktad endotoksyn w réznych srodowiskach, przyktadowo w ciektych prébkach. Moze
on postuzy¢ do wykrywania zanieczyszczen mikrobiologicznych srodowiska oraz do wykrywania lub
okreslania stezenia badanych substancji. Wykrywanie lub okreslanie stezenia odbywa sie poprzez
analize czestotliwosci rezonansowej elementu testowego oraz amplitudy rezonansu (tzw. dobroci
rezonatora).

Sposoéb pomiaru wedtug wynalazku bazuje na zjawisku czestotliwosci rezonansowej, ktérej po-
miar wykorzystano do okreslenia zmiany masy na powierzchni elementu rezonansowego.

Do matematycznego opisu uktadu rezonansowego uzy¢ mozna fizycznego modelu rezonatora,
sktadajgcego sie ze skupionej w jednym punkcie masy, zawieszonej ha sprezynie.

k
mpr+ Am

a)R:

gdzie:

0 - czesto$¢ kotowa rezonatora (oR=2xf;, gdzie fg - czestotliwo$¢ rezonansowa oscylatora
harmonicznego);

k - stata sprezystosci sprezyny w modelu;

Mg - masa wlasna rezonatora (w modelu masa skupiona na koncu sprezyny);

Am - zmiana/przyrost masy (masa zaadsorbowana na powierzchni czujnika).

Czestotliwos¢ rezonansowa takiego uktadu zalezy od statej sprezystosci sprezyny k oraz od
jego masy. Zmiana masy pociggnie zatem za sobg zmiane czestotliwosci ukfadu, co wyliczy¢é mozna
Z ponizszego wzoru:

Am = 2K %
/R
gdzie:

Am - zmiana masy (masa zaadsorbowana na powierzchni czujnika);

k - stata sprezystosci sprezyny;

Af - zmiana czestotliwo$ci rezonansowej uktadu (Af=fg-f,,, gdzie f,, - czestotliwo$¢ rezonatora po
Zmianie masy);

fs - czestotliwos¢ rezonansowa uktadu.

W przypadku zastosowania elementu rezonansowego wykonanego z krysztatu piezoelektrycz-
nego, deformacje elementu wywotang wibracjami sledzi¢ mozna poprzez zmiany napiecia na jego
powierzchni. Poniewaz element wzbudzany takg samg energia, wykazuje najwieksze deformacje
(wibracje) bedac w stanie rezonansu, zatem najwieksze napiecie pojawia sie na jego powierzchni przy
czestotliwosci rezonansowe;.

W stanie techniki znane sg sposoby wykrywania obecnosci badanej substancji. W opisie zgto-
szenia patentowego JPH 09297096 ujawniono sposéb wykrywania gazéw w atmosferze z wykorzy-
staniem systemu opierajgcego sie na kwarcowym elemencie rezonansowym. W opisach i przyktadach
wykonania przedstawiono szczegdty dotyczace wykrywania acetonu w formie gazowej, na zasadzie
niskospecyficznej adsorpcji gazéw na warstwie polimeréw (polichlorotrifluoroetylen oraz polietylen)
na powierzchni czujnika rezonansowego. Czujnik wykrywa zmiane masy na powierzchni elementu
rezonansowego poprzez pomiar jego czestotliwosci rezonansowej i wykrycie zmiany tej czestotliwosci.
W ujawnionym w publikacji sposobie zastosowano system typu mikrowagi kwarcowej (QCM - quartz
crystal microbalances) o czestotliwosci rezonansowej 6MHz.

Celem niniejszego wynalazku byto uzyskanie prostego sposobu wykrywania obecnosci endo-
toksyn, w szczegdlnosci pomiaru ich stezenia w ptynnej probce.

Nieoczekiwanie, cel ten zostat osiggniety poprzez zaproponowanie sposobu wedtug wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wykrywania obecnosci endotoksyn w testowanym roztwo-
rze charakteryzujacy sie tym, ze:



PL 218 849 B1 3

a) mierzy sie czestotliwos¢ rezonansowg testowego elementu rezonansowego pokrytego cza-
steczkami posiadajgcymi powinowactwo do badanej substancji po zanurzeniu w roztworze niezawie-
rajgcym endotoksyn, nastepnie

b) mierzy sie czestotliwos¢ rezonansowg testowego elementu rezonansowego pokrytego cza-
steczkami posiadajgcymi powinowactwo do endotoksyn po zanurzeniu w testowanym roztworze,

c) poréwnuije sie wyniki uzyskane w obydwu pomiarach,

przy czym istotna zmiana czestotliwosci rezonansowej swiadczy o obecnosci endotoksyn w te-
stowanym roztworze,

a czgsteczki posiadajgce powinowactwo do endotoksyn wybrane sg z grupy zawierajacej: lek-
tyny, biatka neutralizujgce endotoksyne (ENP), antybiotyki, biatka receptorowe, serotoniny i ich po-
chodne.

Korzystnie, mierzy sie czestotliwo$¢ rezonansowg testowego elementu rezonansowego sktada-
jacego sie z warstwy podtozowej, matrycy pokrywajgcej warstwe podtozowa, oraz zwigzanych hydro-
fobowo lub kowalencyjnie z matryca czasteczek posiadajgcych powinowactwo do endotoksyn.

Korzystnie, w celu odptukania osadzonych soli nieorganicznych, bezposrednio przed dokona-
niem pomiaru w etapie a) i etapie b), element rezonansowy ptucze sie w wodzie i suszy.

Korzystnie, mierzy sie czestotliwos¢ rezonansowg testowego elementu rezonansowego, w kto-
rym matryca jest warstwg polistyrenu pokrywajaca bezposrednio element testowy.

Korzystnie, mierzy sie czestotliwos¢ rezonansowg testowego elementu rezonansowego, w kto-
rym matryca jest samoorganizujaca sie warstwa (SAM) zwigzang kowalencyjnie z warstwg zlota napy-
long bezposrednio na element testowy, przy czym korzystnie warstwa SAM ma posta¢ kwasu merkap-
toundekanowego i zwigzana jest z podtozowa warstwg ztota wigzaniem kowalencyjnym poprzez atom
siarki.

Korzystnie, mierzy sie czestotliwos¢ rezonansowg testowego elementu rezonansowego, w kto-
rym matryca ma charakter silanu i zwigzana jest kowalencyjnie z podtozowa warstwg kwarcu.

Szczegotowe oméwienie wynalazku

Gltéwny element wykorzystywany w sposobie wedlug wynalazku stanowi element rezonansowy,
pokryty warstwg pozwalajacg na wigzanie molekut aktywnych biologicznie oraz zwigzanych z tgq war-
stwa poprzez sity fizyczne lub wigzania chemiczne (sity van der Waalsa, hydrofobowo lub kowalencyj-
nie) molekut aktywnych biologicznie, ktére z kolei zawierajg grupy molekularne wigzace specyficznie
wykrywang substancje, ktérg w opisanych ponizej przyktadach byty endotoksyny. Nie jest jednak in-
tencjg twércéw zawezanie sie tylko do tej przyktadowej substancji, poniewaz sposdb wedtug wynalaz-
ku nadaje sie do wykrywania réznych substanciji.

Korzystnie, element rezonansowy wykorzystywany w przedmiotowym sposobie wykonany jest
z monokrysztatu kwarcu wycietego dla uzyskania roznorodnego ksztattu, z niektérymi powierzchniami
pokrytymi metalizowanymi elektrodami. Na kwarcu krystalicznym, ktory jest materiatem piezoelek-
trycznym, pojawia sie pod wptywem deformac;ji tadunek elektryczny, zalezny pozytywnie od sity de-
formaciji krysztatu. Jesli element rezonansowy zostanie wprawiony w drgania o okre$lonej czestotliwo-
$ci, pomiar tadunku pojawiajgcego sie na powierzchni pozwala okresli¢ stopierh deformacji elementu
rezonansowego pod wptywem wibracji. Deformacja ta, a tym samym mierzony na powierzchni ele-
mentu fadunek, bedzie - przy takiej samej energii wzbudzenia elementu - najwieksza dla jego czesto-
tliwosci rezonansowej. W ten sposdb, przy wzbudzaniu elementu przy pomocy wibracji o regulowane;j
czestotliwosci, mozna okresli¢ jego czestotliwo$é rezonansowg poprzez pomiar napiecia powstajgce-
go pomiedzy metalizowanymi elektrodami elementu.

Korzystnie, warstwa pokrywajgca element rezonansowy ma postaé warstwy polimeru stwo-
rzonej poprzez zanurzenie elementu w roztworze polimeru w rozpuszczalniku a nastepnie jego wy-
suszenie.

Korzystnie, warstwa pokrywajaca element rezonansowy ma posta¢ warstwy czasteczek typu si-
lanu, zwigzanych kowalencyjnie z powierzchnig kwarcu, ze zwigzang do domeny silanowej grupg
umozliwiajgca kowalencyjng immobilizacje biologicznie aktywnych czgsteczek na powierzchni elemen-
tu rezonansowego.

Korzystnie, warstwa pokrywajgca element rezonansowy ma postaé warstwy ztota, stworzonej
poprzez umieszczenie elementu w parach ztota i napylenie na niego warstwy atomoéw Au, do ktérej to
warstwy zwigzane sg wigzaniami tiolowymi czasteczki tacznika - kwasu 11-merkaptoundekanowego
w postaci samoorganizujgcej sie warstwy (SAM - self assembling monolayer).
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Korzystnie, warstwa SAM stanowi warstwe zapewniajgcq ostoniecie warstwy ziota poprzez hy-
drofobowe czgsteczki facznika, posiadajace grupy polarne (-NH,, -OH lub COOH) pozwalajace na
kowalencyjne przytaczenie molekut aktywnych biologicznie.

Korzystnie, molekuly aktywne biologicznie majg postac¢ lektyn specyficznie wigzacych grupe
endotoksyn, lub posiadajgcych specyficznosé do regionu wspdlnego dla wszystkich endotoksyn.

Korzystnie, molekuty aktywne biologicznie majg postaé serotoniny albo polimyksyny B wigza-
cych endotoksyne lub biatek neutralizujacych endotoksyne (ENP), co poszerza spektirum wigzania
swoistego endotoksyn o r6znej budowie.

Korzystnie, molekuty aktywne biologicznie majg posta¢ molekut antybiotyku.

Sposoéb wedtug wynalazku taczy w sobie zalety metody pomiaréw opartych na testach ptytko-
wych, takie jak mozliwos¢ wykonania przy jego pomocy testu w krétkim czasie i w temperaturze
pokojowej oraz zalety testéw z odczynnikami umieszczonymi na fazie statej, takie jak tatwos¢ prze-
chowywania odczynnikoéw, diugoczasowa stabilnos¢ odczynnikow, tatwos¢ przeprowadzenia testu
przez personel niewykwalifikowany oraz mozliwosci automatyzacji testu w urzadzeniu pomiarowym.
Potaczenie tych zalet nie bylo mozliwe w zadnym znanym tescie lub metodzie wykrywania endotoksyn.

Przyktadowe realizacje przedstawiono na figurach rysunku, na ktérym na figurze 1 pokazano
wykres obrazujacy zaleznos$¢ napiecia na powierzchni elementu rezonansowego od czestotliwosci
mechanicznego wzbudzenia tego elementu, na figurze 2 przedstawiono schemat blokowy systemu
czujnikowego wedtug wynalazku (przyktad 8). Przykfady wykonania sposobu wedtug wynalazku zosta-
ty szczegbétowo omowione ponizej.

Przyktad 1

W przyktadzie 1 wykonania rezonansowy czujnik stosowany w sposobie wedlug wynalazku
sktada sie z elementu rezonansowego wycietego z kwarcu krystalicznego w ksztatcie dwuramiennego
kamertonu, z umieszczonymi na ich powierzchni srebrnymi elektrodami, polimeru organicznego
w postaci warstwy polistyrenu, przylegajacej do powierzchni podfoza, oraz molekut lektyny zawieraja-
cej fragmenty specyficznie wigzace endotoksyny bakterii ze szczepu H. alvei PCM 1186, w postaci
molekut konkanawaliny A (ConA) zwigzanych wigzaniami hydrofobowymi z warstwg polistyrenu.

W eksperymentalnym wykonaniu czujnika rezonansowego wedtug wynalazku element rezonan-
sowy miat posta¢ dwuramiennego kamertonu (wymiar ramienia: 4 x 0,4 x 0,3 mm). Element ten jest
komercyjnie dostepny, na przyktad jako wzorzec czestotliwos$ci wykorzystywany przy pomiarze czasu.

Nastepnie, na element rezonansowy naniesiono warstwe polimeru organicznego z hydrofobowo
zwigzang ConA:

1. Pokrywanie elementu rezonansowego warstwa polistyrenu:

1.1 po doktadnym oczyszczeniu powierzchni elementu rezonansowego przez ptukanie tolu-

enem element suszono w temperaturze pokojowej,

1.2 otrzymano roztwér polistyrenu (PS) poprzez rozpuszczenie statego PS dostepnego komer-

cyjnie w bezwodnym toluenie w ilo$ci 1 mg/ml,

1.3 zanurzono element rezonansowy w tak otrzymanym roztworze polistyrenu na 10 sekund,

nastepnie wysuwano z roztworu w tempie 10 mm/min i suszono 15 min w temperaturze poko-

jowej, otrzymujgc w ten sposéb warstwe polistyrenu o grubosci 14 nm = 1 nm.
2. Wigzanie ConA do warstwy PS:

Element rezonansowy pokryty warstwg PS w etapie (1) inkubowano w roztworze ConA o steze-
niu 0,5 - 2 mg/ml w 0,1M buforze octanowo-amonowym (pH 5,5) przez 30 min w temp. pokojowe;.
Po inkubacji element rezonansowy ptukano: buforem octanowym przez 10 min, nastepnie buforem:
0,1M CH3COONa, 1M NaCl, 0,02% MgCl,, 0,02% MnCl,, 0,022% CaCl,, (bufor reakcyjny) przez
10 min, po tym wodg MiliQ przez 10 min i suszono 15 min. ConA zawiera fragmenty wigzace specy-
ficznie endotoksyny bakterii ze szczepu H. alvei PCM 1186.

Przyktad 2

W przykfadzie 2 wykonania wynalazku jako molekut aktywnych biologicznie zawierajgcych
fragmenty specyficznie wigzace endotoksyny wykorzystano biatko neutralizujace endotoksyne ENP
(Associates of Cape Cod). Biatko to specyficznie wigze szerokie spektrum endotoksyn bakterii Gram-
-ujemnych.

Przyktad 3

W przyktadzie 3 wykonania wynalazku jako molekut aktywnych biologicznie zawierajacych frag-
menty specyficznie wigzace endotoksyny wykorzystano molekuty antybiotyku w postaci Polimyksyny B.
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Polimyksyna B zawiera fragmenty specyficznie wigzace szerokie spektrum endotoksyn i bakterii
Gram-ujemnych.

Przyktad 4

W przyktadzie 4 wykonania wynalazku jako molekut aktywnych biologicznie zawierajacych
fragmenty specyficznie wigzace endotoksyny wykorzystano molekuly w postaci serotoniny. Serotonina
zawiera fragmenty specyficznie wigzace szerokie spektrum endotoksyn i bakterii Gram-ujemnych.

Przyktad 5

Element rezonansowy pokryty ztotem, czyszczono w mieszaninie H,O : 25% H,0, : 30%
NH4OH (w proporcjach objetosciowych odpowiednio 5 : 1 : 1) przez 10 min w 80°C, ptukano w wodzie
MiliQ, etanolu i suszono. Nastepnie, element zanurzano w 1mM roztworze kwasu merkaptoundeka-
nowego w 95% etanolu na 1h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, element ptukano w 95%
etanolu i suszono. Aktywacje grup karboksylowych prowadzono przy uzyciu mieszaniny 75 mM EDC
(N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimid) i 15 mM NHS (N-hydroksybursztynyloimid) przez 1h.
Nastepnie, element rezonansowy z aktywowanymi grupami COOH zanurzano w 0,1% roztworze
ConA w buforze HBS (10 mM Hepes pH 7,4, 150 mM NaCl, 3,4 mM EDTA) lub 100 mM octanie sodu,
pH=4,8. Pozostate wolne aktywowane grupy COOH neutralizowano 1M etanoloamina.

Przyktad 6.

W przyktadzie 6 uzyto (3-aminopropylo)-trojetoksysilanu (APTES) do modyfikacji powierzchni
kwarcu. Kwarc, po czyszczeniu w roztworze Piranha (mieszanina 30% H,O, i stezonego H,SO,
w proporcji 1 : 3) przez 30 min w 80°C ptukano w wodzie MiliQ, suszono, a nastepnie umieszczano
w roztworze o sktadzie: 5% APTES, 5% H,0, 90% etanol na 1h w temperaturze pokojowej. W wyniku
tego na powierzchni kwarcu wigzata sie warstwa silanowa, modyfikujac powierzchnie poprzez po-
wstanie warstwy grup NH»,, mogacych stuzy¢ nastepnie do chemicznego wigzania biomolekut.

Przyktad 7

Powierzchnie kwarcu zmodyfikowang przy pomocy APTES, jak w przykiadzie 6, aktywowano
z uzyciem 1% roztworu glutaraldehydu w wodzie przez 24h w temperaturze pokojowej. Aktywowany
kwarc ptukano nastepnie wodg i umieszczano w roztworze ConA na 24 h w temperaturze pokojowej.

Przyktad zastosowania rezonansowego elementu testowego do wykrywania endotoksyn
w ptynnej prébce

Przyktad 8. Przyktadowa realizacja sposobu wedtug wynalazku

W celu wykorzystania rezonansowego elementu testowego do wykrywania endotoksyn w ptyn-
nej prébce, nalezy zmierzyé czestotliwos¢ rezonansowg suchego elementu rezonansowego. Nastep-
nie, nalezy zanurzy¢ rezonansowy element testowy w buforze niezawierajagcym endotoksyn, nastepnie
w wodzie w celu odptukania osadzonych soli nieorganicznych, po czym - po wysuszeniu - dokonac¢
pomiaru czestotliwosci rezonansowej elementu testowego. Nastepnie, element testowy nalezy zanu-
rzy¢ w prébce potencjalnie zawierajgcej endotoksyny na czas wystarczajacy do utworzenia kompleksu
endotoksyn i molekut aktywnych biologicznie w elemencie testowym. Po tym czasie, element rezo-
nansowy suszy sie, ptucze w wodzie i ponownie dokonuje pomiaru czestotliwosci rezonansowe;j.
Zmiana czestotliwo$ci przekraczajgca istotnie wartos¢ btedéw pomiarowych Swiadczy o obecnosci
endotoksyn w badanej probce.

Przyktadowo, rezonansowy element testowy wykonany jak w przyktadzie 1, eksperymentalnie
wykorzystano do wykrywania endotoksyn bakterii ze szczepu H. alvei PCM 1186. W tym celu, wyko-
nano eksperyment w nastepujacych etapach:

1. Przygotowanie ciekiej probki zawierajacej endotoksyny w postaci zawiesiny endotoksyn bak-
terii ze szczepu H. alvei PCM 1186 w wodzie w stezeniu 2 mg/ml. Zawiesine te rozpuszczano w roz-
tworze 0,1M CH3COONa, 1M NacCl, 0,02% MgCl,, 0,02% MnCl,, 0,022% CacCl,, (bufor reakcyjny) do
uzyskania stezenia endotoksyny wynoszacego 50 pg/ml.

2. Rezonansowy element testowy (kontrolny), po pomiarze jego wyj$ciowej czestotliwosci rezo-
nansowej f(k), zanurzono w buforze reakcyjnym nie zawierajgcym endotoksyn na czas 25 min, ptuka-
no w buforze reakcyjnym przez 10 min, nastepnie w buforze octanowym przez 10 min, nastepnie
w wodzie MiliQ przez 10 min, po czym element suszono przez 10 min i zmierzono jego koncowg cze-
stotliwos¢ rezonansowg (k).

3. Rezonansowy element testowy (pomiarowy), po pomiarze jego wyjsciowej czestotliwosci re-
zonansowej f(m), zanurzono w probce zawierajgcej endotoksyny przygotowanej w etapie (1) na 25
minut w temperaturze pokojowej, nastepnie ptukano w buforze reakcyjnym przez 10 min, w buforze
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octanowym przez 10 min, nastepnie w wodzie MiliQ przez 10 min, po czym element suszono przez
15 min i zmierzono jego koncowa czestotliwos¢ rezonansowg f(m),.

Pomiary czestotliwosci rezonansowej w etapie (2) i (3) wykonano przy uzyciu ukfadu przedsta-
wionego na figurze 2.

W skrécie, element rezonansowy osadzony zostat na aktuatorze piezoelektrycznym, pobudza-
nym do wibracji z okreslong czestotliwoscig przez generator sygnatowy. Napiecie generowane przez
koAcowki wibrujgcego elementu rezonansowego mierzone jest poprzez uktad sktadajacy sie
ze wzmacniacza niskoszumowego. Nastepnie, sygnat ten prowadzony jest do prostownika, ktérego
wyjscie obserwowane jest za pomoca oscyloskopu. Catos¢ uktadu sterowana byta poprzez komputer
Z oprogramowaniem umozliwiajgcym ustawienie zakresu modulowanych czestotliwosci oraz parame-
trow wzbudzenia wibracji oraz odczytu czestotliwosci rezonansowej elementu.

Obecnosé¢ endotoksyn w ciektej probce przejawia sie réznicg zmiany czestotliwosci rezonanso-
wej elementu zmierzonej w etapie (3) w stosunku do zmiany czestotliwosci rezonansowej zmierzonej
w etapie (2), powstatg na skutek uformowania wigzania endotoksyn z molekutami aktywnymi biolo-
gicznie znajdujacymi sie na pomiarowym rezonansowym elemencie testowym. W opisanym przykfadzie
pomiaru, réznica czestotliwosci rezonansowych f(k), - f(k), zmierzona w etapie (2) wynosita 0,3 Hz,
natomiast réznica czestotliwosci rezonansowych f(m), - f(m), zmierzonych w etapie (3) wynosita -1,0 Hz,
€O oznacza roznice o -1,3 Hz pomiedzy elementem pomiarowym a kontrolnym. Zmniejszenie czesto-
tliwosci rezonansowej elementu pomiarowego wskazuje na zwigzanie do jego powierzchni dodatkowej
masy, czyli wskazuje na obecnos¢ endotoksyny.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wykrywania obecnosci endotoksyn w testowanym roztworze, znamienny tym, ze

a) mierzy sie czestotliwos¢ rezonansowg testowego elementu rezonansowego pokrytego cza-
steczkami posiadajgcymi powinowactwo do badanej substancji po zanurzeniu w roztworze niezawie-
rajacym endotoksyn, nastepnie

b) mierzy sie czestotliwos¢ rezonansowg testowego elementu rezonansowego pokrytego cza-
steczkami posiadajacymi powinowactwo do endotoksyn po zanurzeniu w testowanym roztworze,

c) poréwnuje sie wyniki uzyskane w obydwu pomiarach,

przy czym istotna zmiana czestotliwosci rezonansowej swiadczy o obecnosci endotoksyn w te-
stowanym roztworze, a czasteczki posiadajgce powinowactwo do endotoksyn wybrane sg z grupy
zawierajgcej: lektyny, biatka neutralizujace endotoksyne (ENP), antybiotyki, biatka receptorowe, sero-
toniny i ich pochodne.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze mierzy sie czestotliwo$é rezonansowg testo-
wego elementu rezonansowego sktadajgcego sie z warstwy podtozowej, matrycy pokrywajacej war-
stwe podtozowsg, oraz zwigzanych hydrofobowo lub kowalencyjnie z matrycq czasteczek posiadaja-
cych powinowactwo do endotoksyn.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w celu odptukania osadzonych soli nieorga-
nicznych, bezposrednio przed dokonaniem pomiaru w etapie a) i etapie b), element rezonansowy
ptucze sie w wodzie i suszy.

4. Spos6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, Zze mierzy sie czestotliwo$é rezonansowg testo-
wego elementu rezonansowego, w ktérym matryca jest warstwg polistyrenu pokrywajacg bezposred-
nio element testowy.

5. Sposdb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, Zze mierzy sie czestotliwos¢ rezonansowg testo-
wego elementu rezonansowego, w ktérym matryca jest samoorganizujaca sie warstwag (SAM) zwigza-
ng kowalencyjnie z warstwg ztota napylong bezposrednio na element testowy, przy czym korzystnie
warstwa SAM ma posta¢ kwasu merkaptoundekanowego i zwigzana jest z podtozowg warstwg zfota
wigzaniem kowalencyjnym poprzez atom siarki.

6. Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, Zze mierzy sie czestotliwos¢ rezonansowg testo-
wego elementu rezonansowego, w ktérym matryca ma charakter silanu i zwigzana jest kowalencyjnie
z poditozowg warstwa kwarcu.
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