OPTICKE SENSORY



Zakladem je interakce svételného zareni
s chemickymi latkami.

Pri konstrukei katalytickych biosensori
se pouzivaji:

optické techniky:
+» absorbance

% fluorescence
» luminiscence

PFi konstrukei afinitnich sensorl se pouzivaji:
<» techniky nelinearni optiky
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Optické meérici techniky
 detektory

1 zdroje svétla

detektory

v" fotondsobice (nejcitlivéjsi, ale vysoké napéti)

v" fotodiody typu ,avalanche™ (méné citlivé, Sum)

v' obycejna dioda (1000x méne), velky sum, levne
mechanicky stabilni, pro prenosna zarizeni

zdroj svetla
v laser

v svétloemitujici diody (LED)
v vybojky (UV)
v' lampa



Absorbcni spektrofotometrie

Pokles intenzity svételného paprsku po prichodu mérici
kyvetou je imérny koncentraci stanovované latky.
Rozptyl svétla se obvykle zanedbava.

Lambert-Beertv zdkon
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Reflekéni techniky

v' odraz svétla od vhodného povrchu (opticky hustsi)
v' pri totdlnim odrazu svétla pronika cast energie
ve formé exponencialni viny do spodnich vrstey,
coZ se vyuziva pri studiu povrchovych déju.




Luminiscence

exitace atoml pusobenim jiného zareni, elektrony..
a ndslednym navratem atomu do zakladniho stavu,
¢imz dojde k vyzdreni fotonu

fluorescence:

po odstranéni zdroje zareni - zdareni vymizi
fluorescence - prechody mezi povolenymi stavy,

nic nebrani vypousténi fotonu jiz za par nanosekund
fosforescence:

po odstranéni zdroje zareni, zdreni pokracuje
fosforescence je prechod zakazany, nic vSak fotony
nezadrzi, takze i pri fosforescenci dojde k vyzareni
fotonu, ale nékdy to trva i par minut




druhy luminiscence:
v' foto-luminiscence - vyvola foton

v elektro- - elektrické pole
v katodo- - proud elektrond
v' chemi- - chemicka reakce
v bio- - Zivymi organismy
v termo- - tepelné zareni
v radio- - jaderné zdreni
v' tribo- - pusobenim tlaku
v’ sono- - zvukem

v mechano- - mechanicky



bioluminiscence



sekundarni zareni fluorescence a fosforescence
emise

doba:
v fluorescence: 10-8 - 105 s
v' fosforescence 10-2 s - nekolik dni

slouceniny, které emituji svétlo:
v" anorganické soli (soli vzacnych zemin, uranylu)
v' organickeé latky z aromatickymi cykly

TR

napoj tonik

fluorescencni bankovky
barviva
chininsulfat



Fluorescence

molekula absorbuje energii a prechazi

do excitovaného stavu, navrat do zakladniho stavu
je doprovazen emisi zareni = fluorescence

budici zareni - laser
- polarizované zareni

i I If = k chECl

®; - kvantovy vytézek
c - koncentrace fluoreskujici latky




Absorption or emissien intensity

ztrata energie mezi absorbci a emisi

fluorescencni emisni spektrum
v'posunuto k vétsim A

(30-50nm) Stokesuv posun
v je k nému zrcadlové symetrické
fosforescencni emisni spektrum
v' vétsi posun az 200 nm




Zakladni charakteristika fluorescencnich molekul:
< vinova délka maxima absorbcniho (excitacniho) svetla
vinova délka maxima emisniho svétla
* molarni absorpcni koeficient
* kvantovy vytézek (pomér mezi poctem absorbovanych
a vyzarenych fotonu)
* fluorescencni cas (délka trvani fluorescence po excitaci)
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Vlastnosti nejvyznamnéjSich fluorescencnich sond FIA

Vinova dizka maxima Kvantita- | Fluoreseen-
Sonda (v nm} {L,-:wi} Ei‘w]}' ény 4_:‘3.‘:
absorpeie EMIsic vylazok (ns)

Fluoresceini-
zotiok yanal
FITC 492 520 7 = 107 0,85 4.5
Rodamin B
izotiokyanat

RBITC 3350 583 1.2 = 10° (0,70 3.0
Tetrametylro-
daminizotio-
kyanal
TMREITC S50 80 5 » 10° (.61 1.0
Umbeliferony 380 450 2 % 10
Fluoreskamin 394 475 6.3 = 10 0.10 7.0
2-metoxy-2.4-
-difenyl-3(2H)-
-furanon
MDFP 390) 480 6.4 = 10 0,10
Porfyriny 400 az 410 | 619 az 633
Chlorofyly 430 az 453 | 648 aZ 669
Fykobilipro- 550 az 620 | 580 az 660 7 x 10° 0,50
teiny a7 2.4 x 10° | aZ 098




Struktura nékterych fluorochromu
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Luminiscence

emise svétla z molekuly v excitovaném stavu,
ktery vznikl jako dusledek chemickych reakci.

Ky B*’ k>

aktivace r ozpad

A X + hu

Intenzita vyzarovaného svétla je zavisla na case, v uréitém
okamziku prochazi maximem:

Kvantovy vytézek luminiscence:
I In(k:/ k) podil poctu fotonu vyzarenych
k., —k: a excitovanych molekul

U bioluminiscence az 90%



Opticka viakna Sireni paprsku ve svétlovodu

jadro (core) - index lomu n,
plast’ (cladding) - n,, n,<n,
mechanicky obal

keitickd mez

dhel dopadu vétsi
nez kriticka mez
- paprsek se Siri

1 |
numerickd! aperturla - Uhel dopadu mensi nez keitickd mez



Material pro vyrobu optickych viaken

Jadro:  kremen (UV)
sklo
plast (levné)
Plast’ silikonovy
Obal: plast (polykarbonat)

prumér vidkna: do stovek um



Mérici konfigurace pro opticka vldkna

S —— > D

dual fibre

D

beam splitter vzorek

S
\f bifurcated
D




Primé ozarovani (extrinsic sensing)
interakce se uskutecnuji na konci vlakna
nejbéznéj$i pouziti v oblasti biosensori

v' jedno vldkno (nizsi cena), zdroj laser
v modulace svételného paprsku (prerusovanim)
v svazek vlaken, vice svétla, levnéjSi detektor



Neprimé ozarovdni intrinsic sensing

opticky vodi¢ neslouzi jen k pasivnimu vedeni svétla
chemické zmeény v okoli svétlovodu se sleduji

na zdkladé zmeénénych podminek pro vedeni svétla
uvnitr svetlovodu
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1.Velmi tenky svétlovod (tloust’ka asi vinova délka svétla),
svétlo se Siri v urCitych diskrétnich modech

(vice odrazu na jednotku délky)
2. Silny svetlovod




Exponencialni vina : E

Pri vedeni svétla uvnitr svétlovodu
dochazi k interferenci mezi
dopadajicim a odrazenym
svételnym paprskem a tim vznika
elektromagnetické stojatée vineéni.
tlumena (zhasiva) vina
(evanescent wave).



Exponencialni vina : E

0 1

v Na vnéjsim povrchu interakce s latkami
elektromagneticka vina se siri do okoli mimo svétlovod,
pritom jeji intenzita klesd exponencialné se vzdalenosti
od rozhrani (,exponencidlni vina™)

v' na vnéjSim povrchu svétlovodu muze dochazet k interakcim
s pritomnymi latkami

v energetické profily exponencialni viny jsou pro tri zakladni
mody ukdzdny na obrazku

v pro vy$$i mody nartsta podil ,vnéjsi energie" a zvétSuje se
penetracni hloubka



Enzymové optody (enzymové optické sensory)

v' primé opticky mérena latka se vyskytuje
v biokatalytické reakci

v' zprostredkované optické sensory vyuzivayji
optické indikatory (pH, kyslik)



Primé optody

opticky mérena latka (nejcastéji fluorofor)
se vyskytuje v katalytické reakci

NADH - slaby fluorofor (d¢= 0,02)
- extince a emise 350 a 450 nm
- biorekognikacni vrstva-dehydrogenasy
(imobilizované pred koncem vldkna)

zachyceni koenzymu: konjugat s polyethylenglykolem,
ktery neprochazi membranou




sensor pro alkohol
vzorek je oddélen teflonovou membranou
NADH se nachazi ve vnitrnim roztoku sensoru

metabolicka aktivita celé bunky (soucast biosensoru)
sleduje se vnitrni fluorescence NADH, kterd je umérna
metabolické aktivité bunky

chlorofyl

detekcni systém toxicity latek, které inhibuji fotosystém

flavinove koenzymy (FADH,FMNH,)

pevné vazané v molekule oxidas

(pri vyssi koncentraci substratu se zpomaluje zpétna
oxidace redukované formy kyslikem a intenzita
redukovaného koenzymu narista)

vyhoda: reverzibilita systému



Neprimé optody ,mediované”, extrinsic

v’ pouzivaji optické indikatory.
v’ sledovani pH a kysliku

Detekce kysliku vyuziva zhaseni fluorescence indikacni
molekuly, pokles intenzity fluorescence je dan
Stern-Volmerovym vztahem:

-[f — -[fo /(1+K5v[02])

Indikator se nachdazi v silikonové vrstvé pred celem
optického vlakna.



(CHp)sCOOH kyselina
@ pyrenmaselna (PBA),

OO excitace pri 350 az 400 nm.
O PBA

perylen a dekacyklen,

organokovové komplexy ruthenia
(excitovatelné pri 460 nm,

takZe jako zdroj muZe slouZit modra LED)



pH zmény pomoci acidobazickych indikatoru

v fluorescencni: 1-hydroxypyren-3,6,8-trisulfonova kys.
(HPTS, pH prechod 5 az 8)
4-methylumbelliferon

v' absorbéni: kresolova zelen
bromthymolova modr



Chemiluminiscence

schopnost absorbovat energii pomoci chemickeé
reakce a pak ji emitovat ve formé fotonu

dcinnost luminiscence:

v' chemickém vytézku reakce vedoucimu
k aktivovanému meziproduktu (B*)

v' podilu excitovanych molekul

v" fluorescencnim vytézku (blizi se 1)



detekce H,O,
luminol - (5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion)
intenzita svétla je primo umérnd koncentraci H,0,
katalyzator:  ferrikyanid

hemin

peroxidasa (neutralni prostredi)
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| COO
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Luminolova reakce




peroxyoxalaty - luminiscence 0,25 vytézek

v pritomnosti H,O, vznikne aktivovany meziprodukt,
ktery nefluoreskuje, ale prenese energii

na fluoreskujici akceptor F

(difenyllanthracen perylen) a ten vyzari svétlo

slouceniny:
TCPO - bis(2,4,6-trichloro)fenyl oxalat
CPPO -bis(2,4,5-trichloro-6-pentoxykarbonyl)oxalat
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akridinové soli




VyuzZiti chemiluminiscenénich systému v biosensorech

v citliva detekce peroxidu vodiku vznikajiciho v primarni
reakci oxidasy se stanovovanym substratem

v' k detekci hydrolas



Bioluminiscence
emise svétla pri biochemické reakci v zivém
organismu

enzymy luciferasy
Stépi substraty luciferiny, emise svétla

Luciferin COOH

N N—(_
@RSk
HO S >



Svétluska (firefly, Photinus pyralis) -

luciferasa (EC 1.13.12.7) oxiduje luciferin za Ucasti
ATP, emise pri 560 nm (Zlutozelené svétlo)

vytézek 0,88l

ATP + luciferin + O, — AMP + PP + oxyluciferin + CO, +hv



Morské bakterie (Vibrio fischeri, Vibrio
harveyi,

Photobacterium phosphoreum)

luciferasa (EC 1.14.14.3) tvori az 5% obsahu
bunky,

oxiduje vyssi aldehydy (C8, napr. dekanal,
tetradekanal),

v bunce obsahuji i enzym NAD(P)H:FMN
oxidoreduktasu:

NAD(P)H + EMN + H* NADH oxidoreduktasa S NAD(P)+ + EMNH,

Luciferasa
FMNH, + R-CHO + O, > FMN + R-COOH + H,O + hv

coz umoznuje napojeni na dehydrogenasy- spolu
s bakteridlni luciferasou jsou imobilizovany na konci
optického viakna



APLTKACE BIOLUMINISCENCE

< Citliva detekce ATP (10-12 M), stanoveni biomasy

<+ Stanoveni s Uucasti ATP (kreatinkinasa, ATPasa,
pyruvatkinasa)

< Specificka detekce druhu mikroorganismu pomoci
bakteriofagu nesoucich /ux gen (z Vibria, u svétlusek
Juc geny)

< Citliva detekce tézkych kovu (arsen, rtut’): konjugat
mer-Jlux (mer je promotor aktivovany Hg) je vpraven
do plazmidu v £. coli, v pritomnosti Hg se aktivuje,
probéhne exprese luciferasy a nasleduje luminiscence,
citlivost 200 nM rtuti

< Stanoveni Ca?* - pusobi rozpad a luminiscenci
fotoproteinu (peroxoforma luciferinu vazana
v komplexu s luciferasou Aeguora).



ZHODNOCENI OPTOD
VYHODY

“»neni treba referentni prvek

<»imobilizovana faze nemusi byt ve fyzikalnim kontaktu
s optickym systémem (snadna vymeéna biovrstvy)

» stabilni kalibrace (zvlasté pri pouziti dvou vinovych délek

% soucasné mohou reagovat na nékolik analytu (ruzné
reagenty, rizné vinové délky) - vysoka hustota
prenosu informaci

<» nemayji vliv interference elektromagnetické povahy

(Ize provdadét méreni na velké vzdalenosti)

<» pri pouziti v Zivém organismu nehrozi elektricky Sok

(pri zkratu)




NEVYHODY:

*» neni reference pri méreni intenzity svétla
(svitivost zdroje kolisd), proto je treba kalibrace
ve dvou bodech

< dynamicky rozsah je omezeny (pro pH 2 aZ 6 Fadd,
elektrochemicky 12!) odezvy jsou ¢asto pomalé

<+ dlouhodoba stabilita je limitovana vycerpanim
indikatoru

< fotorozklad (radéji "svitit" méné intenzivné)

< vadi svétlo z okoli



