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1. Wstęp

Postęp w optyce i optoelektronice, tele
komunikacji, technologii włókien op
tycznych (światłowodów), doprowadziły do 

powstania nowej techniki detekcyjnej 
wykorzystującej sensory optyczne. Zasto
sowanie analitycznych metod optycznych, 
charakteryzujących się wysoką czułością 
i selektywnością w połączeniu z właści
wościami światłowodów, poj^woliło na oz
naczanie różnych parametrów fizykoche
micznych substancji w warunkach, 
w których nie jest możliwe wykorzysta
nie metod tradycyjnych, np. in vivo. 
Włókna optyczne zbudowane z kwarcu, 
szkła lub tworzywa, zapewniają bowiem 
możliwość przesyłania światła, w tym 
również widziałnego, na duże odległości, 
praktycznie bez straty intensywności. 
Charakteryzują się wysoką ełastycznością 
i są obojętne chemicznie. Przesyłany 
przez nie sygnał świetlny jest niewrażliwy 
na zakłócenia elektryczne. Potrzeby i wy
magania telekomunikacji spowodowały
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rozwój techniki wyciągania samych włókien (o średnicy od kilku do kilkuna
stu mikrometrów, o wymaganym współczynniku załamania światła), a także 
nowych sposobów miniaturyzacji źródeł światła monochromatycznego, łącze
nia włókien, czy konstrukcji nowych układów detekcyjnych, itd. [1], W sen
sorze optycznym wiązka światła, mająca za zadanie analizowanie próbki (pro
mieniowanie analizujące), przekazywana jest za pomocą włókna optycznego. 
Tą samą drogą przesyłane jest promieniowanie analizowane od sensora do 
detektora. Poprzez analogię do elektrod, sensory optyczne — chemiczne 
i biochemiczne otrzymały nazwę: optody łub optrody [2],

Budowa chemicznych sensorów optycznych jest zróżnicowana w zależności 
od rodzaju oznaczanej substancji lub rodzaju jej właściwości fizykochemicznej 
przyjętej za podstawę pomiaru. W przypadku, gdy substancja jest barwna 
lub fluoryzująca, istnieje możliwość pomiaru bezpośredniego. Stężenie uranu 
(VI), który jest silnie fluoryzujący, oznaczano za pomocą włókna optycznego 
bezpośrednio zanurzonego w próbce [3]. Przy oznaczaniu określonej właści
wości fizykochemicznej analizowanej substancji istnieje konieczność dokona
nia pomiaru pośredniego przez zastosowanie wskaźnika unieruchomionego 
na powierzchni światłowodu. W tym celu wykorzystuje się tzw. sensory che
miczne zewnętrzne (rys. la,b).

Rys. 1. Schemat sensora optycznego: a - zewnętrzny optosensor dwuwłóknowy, b - zewnętrzny 
opto.sensor jednowłóknowy z układem rozdzielającym sygnały świetlne: próbkujący i detekcyjny, 
c - wewnętrzny optosensor jednowłóknowy z warstwą wskaźnika zastępującą część powłoki włók
na. P - sygnał świetlny próbkujący, D - sygnał detekcyjny przesyłany do detektora, W - warstwa 
zawierająca wskaźnik.
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Rejestrowane przez układ detekcyjny optody zmiany optyczne wskaźnika, 
achodzą pod wpływem oddziaływania z substancją oznaczaną i są miarą jej 
adanej właściwości fizykochemicznej. W pomiarach za pomocą sensorów op- 
y^cznych wykorzystuje się tradycyjne metody analizy: spektroskopię absorpcyj- 
ą, fluorescencyjną, refraktometrię, jak również interferometrię. Najbardziej 
naczącą metodą analityczną, w pomiarach przy użyciu optosensorów, jest spe- 
ttroskopia fluorescencyjna ze względu na swoją czułość i selektywność [1,4,5]. 

W pierwszej optodzie opisanej przez J. J. Petersona i S. R. Goldsteina 
1980 r., wykorzystano zjawisko absorpcji [6j. Optoda służyła do oznaczania 

izjologicznego pH, w oparciu na zmianach widma absorpcji czerwieni feno- 
owej, w pomiarach in vivo.

Istnieją również optyczne sensory chemiczne, najywane wewnętrznymi, 
łużące do oznaczania parametrów fizycznych ulegających fluktuacjom, np. 
lśnienia, temperatury, poła magnetycznego, itd. (rys. Ic). Reagent czuły na 
radaną właściwość umieszczony jest zamiast części powłoki włókna optycz- 
lego lub rdzenia. Zmienność mierzonego parametru powoduje zmianę wła- 
ciwości samego włókna na skutek zmiany współczynnika załamania światła 
ednej z jego części. Na tej zasadzie działają sensory interferometryezne [7,8]. 
^erwszy opisany czujnik tego typu służył do pomiaru ciśnienia wodoru [7]. 
łement czuły stanowiła warstwa palladu naniesiona na powierzehni rdzenia 

dókna optycznego, zamiast fragmentu jego powłoki. Wyższe eiśnienie czą- 
tkowe wodoni powodowało zwiększoną jego absorpcję w palladzie i związaną 
tym odwracalną deformację samego włókna rejestrowaną jako zmianę fazy 

rzesyłanego sygnału świetlnego.
Za pomocą sensorów chemieznych można również oznaczać substancje, 

tóre powodują wzrost współczynnika załamania światła powłoki o wartość 
ie większą, niż współczynnik załamania rdzenia włókna optycznego. Takie 
Dzwiązania występują w chemieznych sensorach optycznych do analizy wę- 
lowodorów aromatycznych w próbkach wodnych oraz alkanów w fazie gazo- 

krej [9,10]. Za pomocą chemicznych sensorów optycznyeh można oznaczać 
tężenie: tlenu, dwutlenku węgła [11], amoniaku [12], siarkowodoru, jonów 
lalogenowych, jonów wielu metali, węglowodorów i ich chlorowcopochodnych 
13], a także, takich wielkości jak: siła jonowa i pH roztworów [1], lepkość, 
nniany ciśnienia, itd. [14]. Stąd znalazły one zastosowanie w ochronie śro- 
łowiska do monitorowania gazów odlotowych, do analizowania i kontrołowa- 
lia ścieków i wód gruntowych [15,16,17], w przemyśle rolno-spożywezym do 
jadania jakości produktów [18,19], w toksykologii [20,21,22,23].

Na bazie chemieznych sensorów optycznyeh powstała nowa generacja czuj- 
lików określanych jako biosensoiy łub optobiosensoiy, w których wykorzystuje 
jię reakcje biochemiczne. W tym przypadku na powierzchni włókna optycznego, 
mmobilizowany jest enzym, katalizujący odpowiednią reakcję biochemiczną, 
często unieruchamiany jest jeszcze indykator. Podobnie, jak w przypadku che- 
nicznych sensorów optycznyeh, pomiar z użyciem biosensora optycznego może 
»yć prowadzony w sposób bezpośredni wtedy, kiedy substraty lub produkty 

feakeji enzymatyeznej są barwne lub czułe optyeznie. W innym przypadku oz-
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naczenie prowadzi się w sposób pośredni śledząc odpowiednie zmiany, najcz^ 
ściej fluorescencji wskaźnika, zachodzące w wyniku powstawania lub zaniki 
nia oznaczanego reagenta w reakcji katalizowanej przez enzym. |

Nowa technika detekcyjna z użyciem sensorów optycznych posiada wiele 
zalet w stosunku do innych metod badawczych, w tym elektrod enzymat3/f 
cznych:

1. Metoda jest selektywna ze względu na czułość metod optycznych.
2. Sensor jest małych rozmiarów, średnica włókna może wynosić nawę 

kiłka mikrometrów. Pozwała on oznaczać jednocześnie kiłka parametrów, npi 
stężenia różnych substancji, pH.

3. Brak konieczności stosowania sygnału porównawczego: możłiwość po- 
łepszenia stabiłności pomiaru.

4. Pomiar może być prowadzony w sposób ciągły łub okresowy. Ze wzgłędu 
na właściwości światłowodu można oznaczenie wykonywać zdałnie, in situj 
nawet na odłegłość 1 km.

5. Istnieje możliwość oznaczania w układach in vivo.
Optobiosensory, w porównaniu z optodami chemicznymi, rozszerzyły wa

chlarz oznaczeń na związki biologicznie czynne, np. glukozę [24,25], fruktoz^ 
[26,27], mocznik [28], mleczan, pirogronian [29], bilirubinę, aminokwasy [30], 
Stosując biosensor optyczny można oznaczać aktywność enzymów [31], a tak] 
że śledzić reakcje immunologiczne [32,33]. Biosensory tego typu pozwalaj^ 
na monitorowanie przemian biochemicznych z możliwością ich zdalnego ana] 
lizowania.

Optody znalazły również zastosowanie w diagnostyce medycznej do oznaj 
czania in vivo: fizjołogicznego pH, zawartości tłenu, stężenia ełektrołitów, głuj 
kozy, temperatury [34]. Reprezentatywnym przykładem jest, jak się wydajej 
sensor optyczny o średnicy 1 mm, składający się z trzech czujników, mierząc]^ 
jednocześnie pH, stężenie tłenu i dwutlenku węgla we krwi pacjenta [35].

2. Budowa i zasada działania sensorów optycznych

Głównymi ełementami sensora optycznego są: źródło światła, włókno opj 
tyczne, wskaźnik oraz system detekcji.

Jako źródła światła używane są obecnie głównie różnego typu łasery, włąj 
cznie z barwnikowymi, półprzewodnikowymi, a także diody emitujące światłe 
(LED). Spotyka się też kłasyczne źródła promieniowania z układem mono] 
chromatyzującym. Włókna optyczne służą do przesyłania światła anałizująj 
cego i anałizowanego oraz stanowią nośnik dla indykatora czy biokatalizatoraj 
Stosowane wskaźniki są czułe na światło i jednocześnie reagują na zmian} 
stężenia, pH, czy innych parametrów fizykochemicznych substancji oznaczaj 
nej. Detektor stanowią fotodiody łub fotopowiełacze z pomocniczym systement 
optycznym w postaci monochromatorów, zwierciadeł, fiłtrów, soczewek itd. 
oraz układy wzmacniające i rejestrujące. W wiełu przypadkach emisja światłe 
i obróbka sygnału anałizującego jest sterowana przez mikroprocesor. Rozwó'
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lowoczesnej techniki umożliwia bezpośrednie rejestrowanie i analizę zmian 
lygnału świetlnego przy zastosowaniu optycznego spektrografu, któiy jest wy- 
:warzany w postaci miniaturowego modułu bezpośrednio przyłączonego do 
Eomputera,

2.1. Włókno optyczne

Typowe szklane włókno optyczne zbudowane jest z rdzenia i otaczającej 
\o powłoki (lys. 2). Obydwie te warstwy wykonane są ze szkła o różnym 
współczynniku załamania światła. Zasada przesyłania światła w światłowodzie 
)piera się na zjawisku całkowitego wewnętrznego odbicia na granicy faz: rdzeń 
— powłoka rdzenia. Światło padające przesyłane jest przez światłowód, jeżełi 
spełniony pozostaje warunek dła półkąta akceptacji:

39

ni ni
sin a = n^ (1)

Jdzie: a — półkąt stożka akceptacji,
lo, ni, r\2 — współczynniki załamania światła odpowiednio powietrza, 

rdzenia i powłoki.

W zależności od materiału użytego do budowy rdzenia i powłoki włókna opty
cznego wyróżniamy światłowody typu: szkło-szkło, kwarc-kwarc, kwarc-tworzywo 
sztuczne, tworzywo-tworzywo. W przypadku chemicznych i biochemicznych sen
sorów optycznych stosuje się na ogół włókna tradycyjne, typu szkło-szkło.

W praktyce spotyka się optody jedno- łub dwuwłóknowe (rys. la,b). Sen-

Rys. 2. Schemat budowy włókna optycznego: 1 - rdzeń włókna, 2 - powłoka włókna, 3 - 
słona włókna, a - półkąt stożka akceptacji, q - kąt padania promienia świetlnego na powierzchnię 
raniczną rdzeń - powłoka.

biotechnologia 2 (29) ’95



40 Ewa Miller, Stanisław Bieleck

soiy dwuwłóknowe stosuje się w przypadku wykorzystania zjawiska absorpcji 
Sygnał świetlny dochodzący do wskaźnika ulega absorpcji i po odbiciu wracć 
do detektora zachowując tę samą długość fąli. Dlatego sygnał próbkujący 
i analizowany muszą być przesłąne oddzielnymi włóknami [36,371.

Układ z jednym włóknem, korzystniejszy z praktycznego punktu widzenia 
można stosować wykorzystując zjawisko fluorescencji substancji oznaczane- 
lub indykatora, w tym wypadku nazywanego fluoroforem. W wyniku pochła
niania kwantu promieniowania, cząsteczki fluoroforu przechodzą ze stanc 
podstawowego elektronowego w stan wzbudzony. Powrót cząsteczek do stanu 
podstawowego związany z emisją promieniowania nazywany jest luminescen- 
cją. W szczególności powrót ze stanu singletowego, o krótkim czasie życia 
rzędu: 10^-10^ s, na dowolny poziom oscylacyjny stanu podstawowego od
powiedzialny jest za fluorescencję, przy czym długość fali światła emitowaneg 
jest większa, niż pochłanianego. Sygnał próbkujący i analizujący różnią si' 
zatem długością fali i światło może „wędrować” tym samym włóknem, a na 
tężenie światła rozproszonego jest nieistotne. Układ detekcyjny natomiast jes 
bardziej złożony, wymaga bowiem wprowadzenia do włókna światła wzbudza 
jącego i odbioru sygnału fluorescencyjnego, emitowanego tym samym włók 
nem oraz skierowania go do detektora [38].

2.2. Wskaźnik

W metodach analitycznych z wykorzystaniem optod, szczególnie biosenso- 
rów optycznych rejestruje się najczęściej zmiany absorbancji lub fluorescencj 
wskaźnika, wywołane przez oznaczaną substąncję, czy też parametr fizyko 
chemiczny.

Najbardziej popularnymi wskaźnikami, zmieniającymi intensywność fluo 
rescencji pod wpływem zmian pH, są: fluoresceina [11,39], izotiocyjanian fluo 
resceiny (FITC) [40,41], karboksyfluoresceina [5], kwas 8-hydroksy-l,3,6-pire 
notrisulfonowy (HPTS) [42,43], fłuoresceinoamina [44,45,46]. Drugą, znaczm 
grupę fluoroforów stanowią związki, których fluorescencj a jest efektywnie ga 
szona przez tlen. Są to: kwas pirenobutyrowy [47,48], dibutyran perylem. 
[49], dichlorek tris(2,2-dipirydylo) rutenu (II) [50,51,52].

W przypadku pomiaru zmian absorbancji stosuje się np. nitrazynę, błęki 
bromotymolowy [5].

Wskaźnik często jest immobilizowany bezpośrednio na włóknie optycznym 
W zależności od miejsca unieruchomienia indykatora rozróżnia się, jak ju: 
wspomniano, sensory optyczne wewnętrzne i zewnętrzne (rys. 1).

Biosensory optyczne należą do zewmętrznych sensorów optycznycłj 
(rys.la,b). W tego typu sensorach indykator umieszczony jest na końcu włók 
na optycznego łub wiązki włókien. Możliwości „mocowania” wskaźnika przrj 
końcu włókna pokazano schematycznie na rys. 3. W najnowszych rozwiąza 
niach stosuje się metodę immobilizacji wskaźnika, bezpośrednio na powierz 
chni włókna optycznego z zastosowaniem wiązania kowalencyjnego. W tynj
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Rys. 3. Sposoby mocowania wskaźnika w zewnętrznym sensorze optycznym wg [1]: a - 
wskaźnik mocowany bezpośrednio na membranie, b - wskaźnik w postaci granulatu przyklejony 
do membrany, c - wskaźnik na końcu włókna oddzielony od analizowanego roztworu selektywną 
membraną, d - wskaźnik w selektywnej membranie rurkowej zakończonej warstwą blokującą 
dostęp światła do próbki, e - mieszanina wskaźnika i monomeru w rurce kapilarnej do bezpo
średniej polimeryzacji na włóknie. Oznaczenia: 1 - końcówka włókna optycznego, 2 - membrana 
ze wskaźnikiem, 3 - indykator, 4 - membrana przepuszczałna dla reagentu, 5 - mrka kapilarna.

celu wykor2^ystuje się metody modyfikaeji nośnika używane przy konstrukeji 
elektrod enzymatyeznych.

3. Biosensory

Zaznaczono już, że nowa generaeja biosensorów powstała na bazie che- 
mieznego sensora optyeznego. W tym przypadku na powierzchni włókna op
tycznego immobilizowany jest enzym katalizujący odpowiednią reakcję bio
chemiczną. Wśród tego typu sensorów wyróżnia się:

1) optobiosensory pośrednie, w których z enzymem koimmobilizowany jest 
dodatkowo optyeznie ezuły wskaźnik, przetwarzająey na sygnał świetlny zmiany 
stężenia substaneji powstająeej lub zanikająeej w wyniku reakeji enzymatyeznej,

2) optobiosensory bezpośrednie, gdzie na włóknie optycznym unierucho
miony jest jedynie enzym, natomiast '/.używany substrat lub powstający w wy
niku reakcji enzymatycznej produkt są optyeznie czułe. Rejestrowane zmiany 
optyczne są bezpośrednio miarą stężenia substaneji oznaczanej.

biotechnologia 2 (29) ’95
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Rys. 4. Schemat układu pomiarowego z wykorzystaniem optosensora wg [53]. Oznaczenia: 1 
- laser argonowy, 2 - przerywacz wiązki, 3 - zwierciadło, 4 - dzielnik wiązki, 5 - zwierciadło z 
otworem, 6 - soczewki, 7 - włókno optyczne, 8 - analizowana próbka, 9 - filtr, 10 - fotodioda, 
11 - monochromator, 12 - fotopowielacz, 13 - wzmacniacz, 14 - rejestrator.

Schemat układu pomiarowego z zastosowaniem optobiosensorów przedsta
wiono na rys. 4. W dalszej części artykułu skupiono się głównie na biosen- 
soraeh optycznych, wykorzystujących zjawisko fluorescencji.

OPTOBIOSENSORY POŚREDNIE

OptobiosensoTy oparte na pomiarze tlenu. Zasada działania sensorów tego 
typu oparta jest na detekcji dynamicznego wygaszania fluorescencji 
wskaźnika, immobilizewanego na włóknie optyeznym, przez tlen cząsteezkowy 
(trypletowy). Membrany do unieruchamiania indykatora muszą charakteryzo
wać się bardzo dobrą przepuszczalnośeią tlenu [54]. Jako fluorofory stosuje 
się wcześniej wymienione pochodne pirenu. Intensywność fluoresceneji w obec
ności tlenu opisuje zależność Stema-Volmera:

Y = 1 + K POn

gdzie lo — intensywność fluorescencji w nieobecności O2, I 
ność fluorescencji w obecności O2, K — stała tłumienia, P02 
cząstkowe tlenu.

(2)

intensyw-
ciśnienie
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Rys. 5. Schemat działania optobiosensora glukozowego.

Zgodnie z równaniem (2), wzrost eiśnienia cząstkowego tlenu w próbce 
wiąże się ze zmniejszeniem intensywności fluorescencji (I) wskaźnika. Jest 
ona miarą ciśnienia cząstkowego tlenu w próbce. Sensory te zostały wyko
rzystane do konstrukcji biosensorów optycznych, służących do oznaczania 
związków w reakcjach enzymatycznych, w których jednym z substratów jest 
tlen. Przykładem jest optobiosensor glukozowy (rys. 5). Glukoza i tlen dyfun- 
dują do warstwy sensora, zawierającej oksydazę glukozową (GOD), gdzie glu
koza jest utleniana do kwasu glukonowego. Zużycie tlenu, będące miarą stę
żenia glukozy w roztworze, rejestrowane jest jako wzrost intensywności fluo
rescencji fluoroforu. Spotyka się różne rozwiązania konstmkcyjne optosensora 
glukozowego. Liibbers i współ. [24,55] osadzali GOD przez sieciowanie alde
hydem glutarowym (AG) w albuminie. Warstwę żelu o giaibości 50 pm mo
cowali na końcu włókna optycznego. Czas odpowiedzi takiego sensora wynosił 
jedną minutę. Opisaną konstrukcję wykorzystano również do oznaczania mle
czanu, ksantyny [56], etanolu [24,55], stosując odpowiednio enzymy: oksy
dazę mleczanową, ksantynową i alkoholową. Trettnak i Wolfbeis [57] immo- 
bilizowali GOD w albuminie w obecności katalazy, która powoduje rozkład 
nadtlenku wodoru powstałego w wyniku reakcji. Do unieruchamiania enzymu 
i indykatora na włóknie optycznym zastosowano warstwę hyflrożelu — po- 
li(2-hydroksyetylometakrylanu) [58]. W innym glukozowym biosensorze opty
cznym unieruchamiano enzym przez kowalencyjne wiązanie na porowatej 
membranie nylonowej. Taki optosensor charakteryzował się zakresami dete
kcji glukozy 0,1-20 mM i czasem odpowiedzi 1-6 min.

Na zasadzie detekcji zużycia tlenu można również oznaczać etanol. Volkl 
i współ. [59] osadzali oksydazę alkoholową i kwas pirenobut}a*owy w żelu 
agarowym na powierzchni membrany teflonowej. Wolfbeis i Posch [60] koim- 
mobilizowali z kolei oksydazę alkoholową, katalcizę i wskaźnik w przepusz
czalnej membranie silikonowej i mocowali na włóknie. Optosensor pozwalał 
oznaczać etanol w zakresie 10-500 mM, a czas odpowiedzi wynosił 2 min.
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\M6kna
optyczne

RoztMórwskainio

Membrana
przepuszczalna dla gazu

Roztwór badany

Rys. 6. Schemat działania optobiosensora do oznaczania amoniaku.

Autorzy ci zaproponowali również różne warianty rozwiązań dla biosensora 
do oznaczania H2O2 [61].

Optosensory oparte na pomiarze amoniaku. Oddzielną grupę stanowią bio- 
czujniki optyczne, w których oznaczaną substancją jest amoniak [12,62]. Za
sadę działania takiego czujnika optycznego [2] zilustrowano na rys. 6. W war
stwie oddzielonej od badanego roztworu membraną teflonową, umieszcza się 
wskaźnik czuły na zmiany pH oraz chlorek amonu. Cząsteczki amoniaku 
dyfundują przez selektywną membranę do warstwy roztworu indykatora. 
Zmiana stężenia gazu powoduje zmianę odczynu roztworu wskaźnikowego, 
który jest rejestrowany w postaci zmian optycznych: fluorescencji lub absor- 
bancji. W konstrukcji tego biosensora najistotniejszą rolę odgrywa selektywna, 
przepuszczalna dla amoniaku membrana. W tego typu sensorach gazowych 
czas odpowiedzi jest dłuższy, rzędu kilku do kilkunastu minut.

Na podobnej zasadzie działa optobiosensor do oznaczania mocznika, bo
wiem w wyniku reakcji hydrolizy mocznika katalizowanej przez ureazę po
wstaje amoniak:

C0(NH2)2 + 2H2O + H+ NH3 H2O (3)

W tym celu na włóknie optycznym immobilizowano ureazę w albuminie 
sieciowanej aldehydem glutaroAvym. Optobiosensor ten zastosowano do ozna
czenia mocznika w próbkach surowicy. Otrzymane rezultaty pozostawały 
w bardzo dobrej zgodności z danymi uzyskanymi przy stosowaniu metod kon
wencjonalnych [28].

Optobiosensory oparte na pomiarze pH. Na włóknie optycznym immobiłizuje 
się enzym oraz wskaźnik, czuły jednocześnie na zmiany pH, zachodzące w wy
niku reakcji katalizowanej przez enzym. W ten sposób można oznaczać glu
kozę [25,63], mocznik [63] i penicylinę [39,41,44,63,64,65].

glukoza + O2 —► kwas glukonowy + H2O2 

penicylina penicylinaza ^ kwas penicylowy

(4)

(5)
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Zgodnie z tymi reakcjami enzymatycznymi następuje obniżenie pH w mie
szaninie reakcyjnej, co jest rejestrowane za pomocą zmian optycznych 
wskaźnika. Spadek pH roztworu powoduje zmniejszenie intensywności fluo- 
rescencji wskaźnika i jest miarą stężenia oznaczanej glukozy czy penicyliny.

Pierwszy taki optobiosensor zaproponowali Goldfinch i Lx)we [63]. Unieru
chamiali oni oddzielnie oksydazę glukozową, ureazę lub penicylinazę ze 
wskaźnikiem pH na przeźroczystej błonie, którą umieszczali między źródłem 
światła i detektorem — fotodiodą.

Trettnak i współ. [25] w swoim optobiosensorze, do pomiaru glukozy, 
umiejscowili warstwę hydroźelu z immobilizowaną oksydazą glukozową 
i HPTS na błonie poliestrowej w układzie dwuwłóknowym. Czas odpowiedzi 
sensora wynosił 8-12 min. W biosensorze optycznym do oznaczania penicyliny 
enzym inkludowano w żelu poliakiylamidowym, albo w albuminie sieciowanej 
— aldehydem glutarowym. Jako wskaźnik stosowano: fluoresceinę lub HPTS. 
Zakres oznaczanych stężeń penicyliny wynosił: 0,25-10 mM, czas odpowiedzi: 
20-60 s. Był on porównywalny z czasem uzyskanym dla pomiaru za pomocą 
elektrody enzymatycznej [66]. Jeszcze krótszy czas odpowiedzi, od 20 do 45 s, 
otrzymano konstruując optobiosensor z koimmobilizowaną penicylinazą i fluo- 
resceiną na szkle porowatym, umocowanym na końcu włókna optycznego 
[39].

Istotnym problemem i ograniczeniem w zastosowaniu tego typu optobio- 
sensorów jest stabilność stosowanego w nich enzymu. Pojemność buforowa 
roztworu wpływa w dużym stopniu na odpowiedź sensora. Stosowanie dużej 
pojemności buforowej kompensuje tworzenie lub zużycie kwasu, a zmiany pH 
nie są rejestrowane. Duże zmiany pH przy niskiej pojemności buforowej, mogą 
z kolei inakt}rwować enzym i ograniczać zakres odpowiedzi.

W praktyce stosuje się kompromis między niewielkim sygnałem optobio- 
sensora w szerokim zakresie stężeń z dużą pojemnością buforową a inten
sywnym sygnałem w wąskim zakresie stężeń, przy niskiej pojemności bufo
rowej. Dodatkowo sensory opis}rwanego typu czułe są na zmiany siły jonowej 
i temperatury. Stąd też parametry te powinny być kontrolowane w warunkach 
[zastosowania danego optobiosensora. Spotykane w literaturze typy optycz
nych biosensorów pośrednich wyszczególniono w tab. 1.

Tabela 1
OpTOBIOSENSORY E^OŚREDNIE

Substancja analizowana Czynnik oznaczany Enzym
etanol 02 oksydaza alkoholowa

glukoza 02 oksydaza glukozowa
glukoza pH oksydaza glukozowa

nadtlenek wodoru 02 katalaza
mleczan 02 oksydaza mleczanowa

penicylina pH penicylinaza
mocznik NHs ureaza
mocznik pH ureaza
ksantyna 02 oksydaza ksantynowa
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OPTOBIOSENSORY BEZPOŚREDNIE

Czujniki te rejestrują zmiany: absorbancji, fluorescencji, chemiluminescen- 
cji i bioluminescencji, wynikające z powstawania lub zaniku optycznie czułych 
substratów i produktów reakcji enzymatycznych [67]. Najliczniejszą grupę 
stanowią biosensory optyczne oparte na pomiarze intensywności fluorescencji 
zredukowanej formy dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADH), która 
jest miarą substancji oznaczanej (lys. 7).

Wangsa i Arnold [29] pierwsi przedstawili optobiosensor do oznaczania 
mleczanu i pirogronianu:

mleczan + NAD"'' ► pirogronian + NADH + (6)

gdzie: NAD+, NADH — odpowiednio forma utleniona i zredukowana dwunu
kleotydu nikotynamidoadeninowego; LDH — dehydrogenaza mleczanowa.

Powstający, w tej reakcji NADH jest rejestrowany przez zmianę sygnału 
fluorescencji. W przypadku oznaczania pirogronianu wymagana jest niska 
wartość pH i obecność NADH. Miarą stężenia powstającego pirogronianu jest 
zmniejszony sygnał fluorescencji. Natomiast w przypadku oznaczania mlecza
nu obserwowany jest jego wzrost. Czas odpowiedzi wynosi od 5 do 12 min. 
Opisywany optobiosensor testowano w szpitalu klinicznym Uniwersytetu Iowa 
do oznaczania mleczanu w próbkach surowicy, uzyskując bardzo dobrą zgod
ność z wynikami analiz przeprowadzonych z zastosowaniem metod klasycz
nych [2j.

Inny NADH-optobiosensor zaproponowali Kleiner i Harris [68]. Służył on 
do oznaczania kwasów żółciowych w zakresie stężeń od 2 do 200 pM z wy
korzystaniem dehydrogenazy 3-hydroksysteiydowej. Użycie w biosensorach

Produkt + NADH

Włókno
optyczne

Enzym

Substrat + NAD+
Rys. 7. Schemat działania NADH-optobiosensora.
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NAD'*' pozwala oznaczać również etanol [691 i glukozę [701 według następu
jących schematów reakcji:

etanol + NAD'*' —acetaldehyd + NADH (7)

glukoza + NAD'*' —kwas glukonowy + NADH (8) 

gdzie: ADH, GDH — odpowiednio, dehydrogenaza alkoholowa i glukozowa.

W pierwszym przypadku stosowano selektywną membranę w postaci mi- 
kroporowatego teflonu, oddzielającą buforowy roztwór enzymu i NAD'*' od roz
tworu analizowanego. Miało to szczególne znaczenie w przypadku oznaczania 
etanolu w surowicy krwi [60]. Zakres mierzonych stężeń etanolu mieścił się 
w przedziale od 0,9 do 9 mM. W drugim natomiast, w biosensorze optycznym 
do pomiaru glukozy w zakresie stężeń od 1,1 do 11 mM, enzym immobi- 
lizowano kowalencyjnie na siatce nylonowej i mocowano na pojedynczym 
włóknie optycznym [701.

Stosowanie NADH-biosensorów jest ograniczone koniecznością dodawania 
NADH/NAD'*' do analizowanego roztworu. W pomiarach in vivo jest to utru
dnione lub niemożliwe.

Specyficzną grupę stanowią optobiosensoiy oparte na chemi- i biolumine- 
scencji. W pierwszym przypadku, do oznaczania nadtlenku wodoru wykorzy
stuje się zjawisko luminescencji w wyniku reakcji katalizowanej przez pero- 
ksydazę:

H2O2 + luminol + OH' peroksydaza^ 3-aminoftalan + H2 + 3H2O + hv (9)

Wzrost stężenia H2O2 zwiększa natężenie chemiluminescencji, co w kon
sekwencji powoduje wzrost rejestrowanego sygnału odbieranego przez włókno 
optyczne. Freeman i Seitz [71] skonstruowali czujnik do oznaczania H2O2, 
w którym peroksydazę immobilizowaną w żelu poliakiylamidowym zamoco
wali na światłowodzie. Czas odpowiedzi sensora wynosił 4 s, a minimalne 
oznaczane stężenie nadtlenku wodoru wynosiło 1 jiM. Alzawa i współ. [72] 
unieruchamiali natomiast peroksydazę bezpośrednio na powierzchni fotodiody 
— detektora.

Koimmobilizacja drugiego enzymu katalizującego powstawanie H2O2, np. 
oksydazy glukozowej rozszerza zakres zastosowania biosensora optycznego 
z peroksydazą do oznaczania glukozy w zakresie stężeń do 50 mM [73,74,75].

Kolejnym, drugim typem czujników są optobiosensory bazujące na detekcji 
bioluminescencj i.

Bakteryjna lucyferaza utlenia aldehydy do kwasów z wydzieleniem światła 
w obecności FMNH2 powstałego w reakcjach katałizowanych przez oksydore- 
duktazy [10]. Wzrost intensywności rejestrowanego sygnału świetlnego odbie
ranego przez włókno optyczne związany jest ze wzrostem stężenia NADH [76].

biotechnologia 2 (29) ’95



48 Ewa Miller, Stanisław Bielecki

NADH + H+ + fmNNA£>+ + FMNH2 (10)

FMNH2 + RCHO + 02 FMN + rcooh + H2O + hv (ii)

gdzie: FMN i FMNH2 — odpowiednio, utleniona i zredukowana forma mono 
nukleotydu flawinowego.

Coulet i współ. [77,78] skonstruowali optobiosensor bioluminescencyjny 
do oznaczania adenozynotrifosforanu (ATP) według schematu reakcji katali
zowanej przez lucyferazę świetlika:

ATP + lucyferyna + O2 AMP + oksylucyferyna + PP + CO2 + hv (12)

gdzie: AMP — adenozynomonofosforan; PP — pirofosforan.

W opisanych biosensorach enzymy immobilizowano na membranach ny
lonowych przytwierdzonych do końcówek włókien optycznych. Sensory te są 
bardzo czułe i pozwalają oznaczać bardzo małe stężenia: 2,8xl0'^^-l,6xl0‘® M 
dla ATP, 1, Ixl0'9-3xl0 ® M dla NADH i 1x10'^ M dla H2O2. Wskazuje to na 
przypuszczalne możliwości wykorzystania bio- i chemiluminescencyjnych 
optobiosensorów do oznaczania śladowych ilości specyficznych substancji bio
chemicznych.

Spotykane w literaturze typy optycznych biosensorów bezpośrednich za
mieszczono w tab. 2.

Tabela 2
Optobiosensory bezpośf^dnie

Substancja analizowana Czynnik oznaczany Enzym
ATP foton lucyferaza (świetlika)
kwasy żółciowe NADH dehydrogenaza 3a- 

hydroksysterydowa
etanol NADH dehydrogenaza alkoholowa
glukoza NADH dehydrogenaza glukozowa
glukoza foton oksydaza

glukozowa/peroksydaza
nadtlenek wodoru foton peroksydaza
mleczan NADH dehydrogenaza mleczanowa
NADH foton lucyferaza (bakteryjna)
fosforan p-nitrofenolu p-nitrofenol fosfataza zasadowa
pirogronian NADH dehydrogenaza mleczanowa
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4. Podsumowanie

Włókna optyczne przyczyniły się do rozwoju instrumentałnych metod ana- 
łizy chemicznej. Połączenie nowoczesnych włókien optycznych i oprzyrządo
wania optoelektronicznego z chemicznym układem reakcyjnym pozwoliło na 
zbudowanie sensora optycznego. Zastosowanie dodatkowo enzymów rozsze
rzyło zakres aplikaeji tej metodyki pomiarowej na optyczne biosensoiy.

Istotną zaletą nowej generacji sensorów jest obok wysokiej czułości i se
lektywności możliwość prowadzenia pomiarów in situ, w specyficznym otocze
niu i warunkach. Z punktu widzenia praktyeznych zastosowań, sprawdzonych 
dotychczas szczególnie w diagnostyce medycznej, bardzo obiecujące jest two
rzenie multisensorów oznaczających in vivo jednocześnie kilka wielkości, np. 
pH, stężenie tlenu i dwutlenku węgla [35]. Obecnie prowadzone badania w 
wielu laboratoriach na świecie dotyczą zarówno nowych możliwości oznaczeń, 
lepszych rozwiązań konstrukcyjnych optod, wzrostu czułości i selektywności, 
obniżenia kosztów ich wytwarzania, jak również miniaturyzacji źródeł pro
mieniowania i systemów detekcyjnych.
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Optical biosensors

Summary,

By combining modem fiber optics and opto-electronic instrumentation with chemical and 
biochemical reagent system, it is possible to produce optical biosensors also known as optodes. 
In the literature there are many papers describing selective and sensitive methods for sensing 
bioanalytes using such devices. The rapid development of this method indicates its importance 
in analytical chemistry. The present state of art of optodes is briefly reviewed. The representative 
optical biosensors are described.
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