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BIOSENSOLY

Q Historie
= Pocatek 20. st. — méreni pH
= 1922 — Heyrovsky — objev polarografie
= 1956 — Clark — kyslikova elektroda

» 1962 — Clark, Lyons — enzymova elektroda

= 1975 - Yellow Springs Instrument Company (USA) — 1. komercni biosensor

pro stanoveni glukosy
= 1975 — pojem biosensor
= 1975 - LUbbers, Opitz — optoda
= 80. léta 20. st. — Liedberg — imunosensory

= 1987 — MediSense — komeréni biosensor pro stanoveni glukosy v krvi diabetikd



BIOSENSOLY.

Q Analytickeé pristroje
O Biorekognicni slozka v tésném kontaktu s fyzikalné-chemickym

prevodnikem
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BiorekogniCni slozka Vystupni signal




BI0SENSeNY VS: tiadichifmetoay

Tradi¢ni analytické

Charakteristiky metody

Biosensory
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Citlivost

Selektivita

Pfiprava vzorku

Spotreba chemikalii

Mod mereni

Casova narocnost

Naroky na obsluhu a vybaveni
Ekonomické naklady
Standardizace méreni

Komercni dostupnost



PrUnEenN MErenI's RIS
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A Po ustaleni pozadi signalu — pfidavek vzorku s analytem

a Méreni

Kineticky — citlivost = ¢asova zména signalu v disledku zmény koncentrace
analytu A(dS/dt)/Ac

» Ustaleny stav (,steady state”) — citlivost = koneCna ustalena zména

vystupniho signalu v disledku zmény koncentrace analytu AS/Ac
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Signal
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1 MERENI SINIOSENSOY.

O Sum — elektromagnetické povahy, turbulence pfi michani, razy pumpy
v prutokovém usporadani

O Signal pozadi — signal v nepfitomnosti analytu, odeCet od mérfeného
signalu
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Kallrace: RIeSENset

Q
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Zména signalu

Signal biosensoru po pfidavku riznych koncentraci znamého analytu

Kalibracni zavislost — nejvhodnéjsi primka
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ZaKiadnirpojmy.

O Dlouhodoba stabilita — zmeny citlivosti biosensoru v Case, obvykle pokles
citlivosti

Q Selektivita biosensoru — odezva biosensoru pouze na stanovovany analyt,

ostatni latky bez vlivu na signal
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ZaKkiaanirpojmy:

O Doba odezvy biosensoru — Cas potrebny k dosazeni urcité velikosti

signalu v konecném ustaleném stavu

O Zivotnost biosensoru — limitace biorekogniéni sloZkou
= Stabilita pfi skladovani

= Operacéni stabilita

O Biokompatibilita — vyznam pro biomedicinské aplikace
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VIErICI USpoeraaani
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O Primy kontakt se vzorkem

= Biosensor pfimo ve sledovaném prostredi
aQ Meéreni v nadobce

» Pridavek vzorku po ustaleni pozadi signalu
O Prutocny systém

= Stfidavy pratok zakladniho roztoku a roztoku vzorku

= Vstfikovani vzorku do protékajiciho zakladniho roztoku
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MODIIZace PICEKOUNICNIFSIOZKY

Q Biorekognicni element v kontaktu s prevodnikem
O Nejjednodussi — prekryti prevodniku dialyzaCni membranou
Q Imobilizace

= Zachyceni

= Adsorpce

= Kovalentni navazani

= Zesitovani

= Afinitni navazani
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Biorekegnicni siozka

Q Biorekognicni slozka

= Enzym Substrat Produkt
" Bunka | Biokatalytické

n Organela bIOsenSOTy ‘

=  Tkan Prevodnik

- Protilatka P 3

Bioafinitni

onmanll =T

Prevodnik




Biorekegnicni siozka
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Prevoeaniky

Q Fyzikalné-chemickeé prevodniky — signal k dalSimu zpracovani
= Elektrochemickeé
= Optické
= Piezoelektrické a akustické

=  Kalorimetrické



NejCastéjsi

Jednoducha konstrukce, nizké naklady, vyborna citlivost, nizké

detekcni limity, velky dynamicky rozsah
MEefici systém nejmeéné ze 2 elektrod — pracovni a referentni

Typy

= Potenciometrické
=  Amperometrické

=  Konduktometrické



EMICKE Prevoaniky
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Q Pracovni elektrody
Potencial elektrody volen tak, aby nedochazelo k elektrochemickému

rozkladu materialu elektrody

USlechtilé kovy (Pt, Au), skelny uhlik, grafit, kompozitni smési

O Referentni elektrody
Srovnavaci bod k méfeni nebo nastaveni potencialu pracovnich elektrod

Normalni vodikova elektroda, kalomelové elektrody, argentchloridové

elektrody

O Pomocné elektrody
Dobry vodiC s dostateCnou plochou, elektrochemicky neaktivni

= Platina, uhlikova tyCinka



LD

Potenciometickeprevodniky.

O Rozdil elektrického potencialu mezi pracovni a referentni elektrodou
Q V systému neprochazi elektricky proud

Q Pracovni elektroda
= Selektivni pro ionty nebo plyny
= Stanoveni — H*, F, CI, I, CN-, CO,, NH4

|
® [ Platinovy dratek | '— Koncentrovany | | Vnitfni
JE— Nasyceny roztok  0,1M HCl— roztok KCI/AgCI | referencni
Y KCI/Hg,Cl elektroda
Nasyceny KCl —— SPASL) o |
Ag/AGCl referencni — Vnitini elektrolyt
elektroda 2 |
A y pH-citliva sklenéna | Membrana
— Hg,Cl, membrana —( Vnitini elektrolyt propustna\
‘ I pro ionty ‘

Kalomelova elektroda Sklenéna elektroda lontové-selektivni elektroda



)

POLENCIOMELHICKE RIGSENSONY

Analyt Biorekogni€ni element

Penicilin Penicilinasa pH

Acetylcholin Acetylcholinesterasa pH

Glukosa Glukosaoxidasa pH

MocCovina Ureasa NH,/NH,*

Aminokyseliny Glutamatdehydrogenasa, NH4/NH,*
oxidasa aminokyselin

MocCovina Ureasa CO,

Aminokyseliny Lysindekarboxylasa CO,

H,O, Peroxidasa |-



AMPErOMECKE Prevedniky.

Q Meren elektricky proud vznikly elektrochemickou oxidaci nebo redukci

elektroaktivni latky za konstantnino napéti na pracovni elektrodé

QO Amperometricka meéreni

» Dvouelektrodovy systém — napéti na pracovni elektrodé nastaveno proti

pomocné elektrodé

= Trielektrodovy systém — navic referentni elektroda, univerzalni uspofadani




AMPErOMECKE Prevedniky.

Q Stanoveni kysliku

Kyslikova elektroda s predfazenou membranou propustnou pouze pro O,
= Elektrodova redukce O.:

l

l: Zlata nebo platinova
elektroda zatavena ve skle

|_— Ag/AgCI elektroda

<«—— Elektrolyt

-<— Membrana propustna pro kyslik

d
------------

Q Stanoveni peroxidu vodiku

» Elektrodova oxidace peroxidu vodiku:

H,O,— O,+2e +2H*



AMPETOMEICKE BIGSENSONY
Q Biorekognicni slozka - oxidasy
= Spojeni s kyslikovou nebo peroxidovou elektrodou

Substrat + O, —> produkt + H,0,

Substrat + O, — produkt + H,0O

Analyt Biorekogni€ni element Koenzym
Alkohol Alkoholoxidasa FAD
Fenol Tyrosinasa Cu?
Glukosa Glukosaoxidasa FAD
Laktat Laktatoxidasa FAD
Pyruvat Pyruvatoxidasa FAD

Princip detekce

H,0,
0O,

H,0,
H,0,

H,0,



AONAUKIOMEICKE Prevedniky.

QO Zmena vodivosti pfi biochemickych reakcich

Produkce a spotfeba iontu

Zmena velikosti nabitych Castic

O Konduktometrické biosensory — stanoveni mocCoviny pomoci ureasy

NH,CONH, + 3 H,0 —> 2 N

Kontakty \_I I

Izolace @~ ——)

Elektrody s nanesenou

enzymovou vrstvou
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Detail elektrod



OplicKke prevedniky.

Q Princip — interakce svetelného zareni s chemickymi latkami

QO Typy

= Absorbance, fluorescence, chemi/bioluminiscence — katalytické biosensory

= Nelinearni optika — afinitni biosensory




Opticke (1910)SENSOLY,

Q Detektory

= Fotonasobice

= Fotodiody

0 Zdroje svétla Fotonasobid Fotodioda
= Laser
= Svétloemitujici diody (LED)
= UV vybojky

= Lampy




Opticke (1910)SENSOLY,

a Vyhody

Bez referentniho prvku
Stabilni kalibrace
Soucasné stanoveni nékolika analyt(

Bez interferenci elektromagnetické povahy

QO Nevyhody

Omezeny dynamicky rozsah
Omezena dlouhodoba stabilita
Bez reference pfi méreni intenzity svétla

Interference okolniho zareni



Opticke (1910)SENSOLY,

O Opticka vlakna (primér do stovek um)
» Jadro — kfemen, sklo, plast
= Plast — silikonovy
= Mechanicky obal - plast

Q Sifeni paprsku v optickém vlaknu — thel dopadu vétsi nez kriticka mez

Obal

Plast  Jadro \ \
¥

Uhel 60°

Optické vlakno

Optické vlakno



Opticke (1910)SENSOLY,

Q Méfici konfigurace

L Zdroj zareni Zdroj zafeni
Zdroj zareni
Rozdvojené
* P optické vlakno

Fotodetektor
. [

Fotodetektor

Optické vlakno
Analyt

Detekéni oblast

T Detekéni oblast————

Analyt T .
Analyt

Fotodetektor




Opticke (1910)SENSOLY,

QO Primé méreni

= Vyskyt opticky aktivni latky v biokatalytické reakci, napf. NADH
A Nepfimé méreni

= Vyuziti optickych indikatorua

» Sledovani kysliku — organokovové komplexy ruthenia, kyselina pyrenmaselna
— _— 2

DOPY:
9@ >
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Oplicke DIOSENSONY

Analyt

Alkohol
Metabolicka aktivita
Toxicita

Glukosa

Penicilin

Mocovina

HZOZ

ATP

Biorekogni€ni element

Alkoholdehydrogenasa
Mikrobialni bunka
Rasa, sinice
Glukosaoxidasa

Penicilinasa
Ureasa
Peroxidasa

Luciferasa

Princip detekce

Fluorescence NADH
Fluorescence NADH
Fluorescence chlorofylu
Fluorescence, O, indikator

Fluorescence, pH indikator
Fluorescence, pH indikator
Chemiluminiscence, luminol

Bioluminiscence, luciferin



Opticke BIGSENSOLY.

O Biosensory s povrchovou plasmovou rezonanci (SPR)

» Pokles intenzity odrazeného svétla na rozhrani kov-dielektrikum pfi totalnim

odrazu svétla

» Posun rezonan€niho maxima pfi interakci protilatka-antigen

ény systém <
WO,

Polarizované ——»

svétlo

Sensorovy Cip
se zlatou vrstvou

Odrazené zareni

Sensorgram I

I
]
=
N
e
Q
+—
c

Resonance

Uhel Cas
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Piezoeelekinicke prevedniky. \u

O Piezoelektricky krystalovy rezonator (QCM)
= Zména rezonanéni frekvence krystalového rezonatoru

= Detekce plynu, interakce antigen-protilatka

Elektrody na protilehlych
stranach

Vibrace piezoelektrického elementu

Kfemenna desticka

V\

| Nosné dratky

lzolagni zékladna I/ Kontakty




Kalernmetricke prevoaniky

O Zména teploty v prubéhu chemickych reakci

Q Termistor — odpor zavisly na teploté

Vzorek Odpad

v

Hlinikovy blok

Elektronika

Pracovni termistor

Mérici cela

Referendéni
termistor



Aplikace biosensoru
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\Omercni (I0)SENSOLY.
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Koemereni (1910)SENSOLRY.

A Nejuspesngjsi — biosensory pro detekci krevni glukosy

Svrchni ochranna

/_ vrstva

Referentni elektroda
5 5
AR '
7 Spacer
. Pracovni elektroda
_ / : Spodni vrstva

Enzym a mediator

imobilizovany
na pracovni elektrodé
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COMErCNnI ElEKIOCREMICKE

Firma

Abott Point of Care
(USA)

ABTECH Scientific
(USA)

BVT Technologies (CR)
Dexcom (USA)
LifeScan (USA)

Rvoche Diagnostics
(Svycarsko)

Siemens Healthcare
Diagnostics (Némecko)

Windsor Scientific (UK)

Produkt

I-STAT pro pH, O,, CO,, mocovinu,
laktat, kreatinin

Mikrosensoroveé elektrody
Elektrochemické (bio)sensory

Dexcom G4 pro kontinualni monitoring
glukosy

Glukometry OneTouch

Glukometry Accu-Chek

DCA Vantage Analyzer pro hemoglobin

Mikroelektrody, mikrosensory

Oblast uplatnéni

Medicina

Medicina, zivotni prostre-
di, potravinarstvi
Medicina, vyzkum
Medicina

Medicina

Medicina

Medicina

Medicina



KOmercni opticke

Firma

Artificial Sensing
Instruments (Svycarsko)
GE Healthcare (UK)
Hach Lange (Némecko)
Ocean Optics (USA)
PreSens (Némecko)

Sierra Sensors (USA)

Yellow Springs
Instruments (USA)

£

(DIG)SENSONY

Produkt

Afinitni systémy pro studium biointerakci
BIACORE pro studium biointerakci

LDO luminescencni sensor pro O,
NeoFox luminescencni sensor pro pH
a0,

Mikrosensory pro pH, O, a CO,

Afinitni systémy pro studium biointerakci

ProOBOD luminescencni sensor pro O,

Oblast uplatnéni

Vyzkum, farmacie,
biotechnologie

Vyzkum, farmacie,
biotechnologie

Zivotni prostiedi,
biotechnologie

Medicina, zivotni prostre-
di, biotechnologie

Medicina, farmacie,
potravinarstvi

Vyzkum, farmacie,
biotechnologie

Zivotni prostiedi
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BUCOUCNOSE BIGSENSOIL

/)

O Miniaturizace, spojeni s mikrofluidikou
Q Vyuziti nanomaterialu

a Vyuziti umélych rekogni¢nich elementt — aptamery, molekularné-otisténé

polymery (MIPS)

Q Sensorové array + artificialni neuronove sité
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