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1. Wstep

ostep w optyce i optoelektronice, tele-

komunikacji, technologii wtdkien op-

tycznych (Swiattowodow), doprowadzity do
powstania nowej techniki detekcyjnej
wykorzystujgcej sensory optyczne. Zasto-
sowanie analitycznych metod optycznych,
charakteryzujacych sie wysoka czutoscig
i selektywnoscig w potgczeniu z wiasci-
wosciami Swiattowodow, poj*wolito na oz-
naczanie réznych parametréw fizykoche-
micznych substancji w warunkach,
w ktérych nie jest mozliwe wykorzysta-
nie metod tradycyjnych, np. in vivo.
Wibkna optyczne zbudowane z kwarcu,
szkia lub tworzywa, zapewniajg bowiem
mozliwo$¢ przesytania Swiatta, w tym
réwniez widziatnego, na duze odlegtosci,
praktycznie bez straty intensywnosci.
Charakteryzuja sie wysoka etastycznoscia
i sa obojetne chemicznie. Przesylany
przez nie sygnat Swietlny jest niewrazliwy
na zakiocenia elektryczne. Potrzeby i wy-
magania telekomunikacji spowodowaty
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rozwoj techniki wyciggania samych widkien (o srednicy od kilku do kilkuna-
stu mikrometréw, o wymaganym wspotczynniku zatamania Swiatla), a takze
nowych sposobow miniaturyzacji zrodet swiatta monochromatycznego, tacze-
nia widkien, czy konstrukcji nowych ukladéw detekcyjnych, itd. [1], W sen-
sorze optycznym wigzka Swiatta, majaca za zadanie analizowanie probki (pro-
mieniowanie analizujace), przekazywana jest za pomoca widkna optycznego.
Tg samg drogg przesytane jest promieniowanie analizowane od sensora do
detektora. Poprzez analogie do elektrod, sensory optyczne — chemiczne
i biochemiczne otrzymaty nazwe: optody tub optrody [2],

Budowa chemicznych sensoréw optycznych jest zr6znicowana w zaleznosci
od rodzaju oznaczanej substancji lub rodzaju jej wtasciwosci fizykochemicznej
przyjetej za podstawe pomiaru. W przypadku, gdy substancja jest barwna
lub fluoryzujaca, istnieje mozliwo$¢ pomiaru bezposredniego. Stezenie uranu
(VI), ktory jest silnie fluoryzujacy, oznaczano za pomoca widkna optycznego
bezposrednio zanurzonego w probce [3]. Przy oznaczaniu okreslonej wilasci-
wosci fizykochemicznej analizowanej substancji istnieje koniecznos¢ dokona-
nia pomiaru posredniego przez zastosowanie wskaznika unieruchomionego
na powierzchni $wiattowodu. W tym celu wykorzystuje sie tzw. sensory che-
miczne zewnetrzne (rys. la,b).

Rys. 1. Schemat sensora optycznego: a - zewnetrzny optosensor dwuwioknowy, b - zewnetrzny
opto.sensor jednowtoknowy z uktadem rozdzielajagcym sygnaty Swietlne: probkujacy i detekcyjny,
¢ - wewnetrzny optosensor jednowtoknowy z warstwa wskaznika zastepujacg czes¢ powtoki wiok-
na. P - sygnat swietlny prébkujacy, D - sygnat detekcyjny przesytany do detektora, W - warstwa
zawierajgca wskaznik.
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Rejestrowane przez ukiad detekcyjny optody zmiany optyczne wskaznika,
achodza pod wptywem oddziatywania z substancjg oznaczang i sg miarg jej
adanej wilasciwosci fizykochemicznej. W pomiarach za pomoca sensorow op-
y~cznych wykorzystuje sie tradycyjne metody analizy: spektroskopie absorpcyj-
g, fluorescencyjna, refraktometrie, jak réwniez interferometrie. Najbardziej
naczaca metodg analityczng, w pomiarach przy uzyciu optosensordw, jest spe-
ttroskopia fluorescencyjna ze wzgledu na swoja czuto$¢ i selektywnosc [1,4,5].

W pierwszej optodzie opisanej przez J. J. Petersona i S. R. Goldsteina

1980 r., wykorzystano zjawisko absorpcji [6j. Optoda stuzyta do oznaczania
izjologicznego pH, w oparciu na zmianach widma absorpcji czerwieni feno-
owej, w pomiarach in vivo.

Istniejg réwniez optyczne sensory chemiczne, najywane wewnetrznymi,
tuzace do oznaczania parametréw fizycznych ulegajacych fluktuacjom, np.
ISnienia, temperatury, pota magnetycznego, itd. (rys. Ic). Reagent czuly na
radang wiasciwos¢ umieszczony jest zamiast czesci powtoki widkna optycz-
lego lub rdzenia. Zmienno$¢ mierzonego parametru powoduje zmiane wia-
ciwosci samego widkna na skutek zmiany wspétczynnika zatamania $wiatta
ednej z jego czesci. Na tej zasadzie dzialaja sensory interferometryezne [7,8].
Nerwszy opisany czujnik tego typu stuzyt do pomiaru cisnienia wodoru [7].
tement czuty stanowita warstwa palladu naniesiona na powierzehni rdzenia
dékna optycznego, zamiast fragmentu jego powtoki. Wyzsze ei$nienie cza-
tkowe wodoni powodowato zwigkszong jego absorpcje w palladzie i zwigzang
tym odwracalng deformacje samego widkna rejestrowang jako zmiane fazy
rzesytanego sygnatu Swietlnego.

Za pomocg sensoréw chemieznych mozna réwniez oznacza¢ substancje,
tore powodujg wzrost wspoétczynnika zatamania Swiatta powtoki o wartosé
ie wieksza, niz wspoétczynnik zatamania rdzenia widkna optycznego. Takie
Dzwigzania wystepuja w chemieznych sensorach optycznych do analizy we-
lowodoréw aromatycznych w prébkach wodnych oraz alkanéw w fazie gazo-
krej [9,10]. Za pomoca chemicznych sensoréw optycznyeh mozna oznaczac
tezenie: tlenu, dwutlenku wegta [11], amoniaku [12], siarkowodoru, jonow
lalogenowych, jonéw wielu metali, weglowodoréw i ich chlorowcopochodnych
13], a takze, takich wielkosci jak: sita jonowa i pH roztworow [1], lepkosc,
nniany cisnienia, itd. [14]. Stad znalazty one zastosowanie w ochronie $ro-
towiska do monitorowania gazéw odlotowych, do analizowania i kontrotowa-
lia Sciekdw i wdd gruntowych [15,16,17], w przemysle rolno-spozywezym do
jadania jakosci produktéw [18,19], w toksykologii [20,21,22,23].

Na bazie chemieznych sensoréw optycznyeh powstata nowa generacja czuj-
likbw okreslanych jako biosensoiy tub optobiosensoiy, w ktorych wykorzystuje
jie reakcje biochemiczne. W tym przypadku na powierzchni wiékna optycznego,
mmobilizowany jest enzym, katalizujagcy odpowiednig reakcje biochemicznag,
czesto unieruchamiany jest jeszcze indykator. Podobnie, jak w przypadku che-
nicznych sensorOw optycznyeh, pomiar z uzyciem biosensora optycznego moze
»y¢ prowadzony w sposOb bezposredni wtedy, kiedy substraty lub produkty
feakeji enzymatyeznej sg barwne lub czute optyeznie. W innym przypadku oz-
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naczenie prowadzi sie w sposéb posredni $ledzac odpowiednie zmiany, najcz”
Sciej fluorescencji wskaznika, zachodzace w wyniku powstawania lub zaniki
nia oznaczanego reagenta w reakcji katalizowanej przez enzym. |

Nowa technika detekcyjna z uzyciem sensoréw optycznych posiada wiele
zalet w stosunku do innych metod badawczych, w tym elektrod enzymatsf
cznych:

1. Metoda jest selektywna ze wzgledu na czuto$¢ metod optycznych.

2. Sensor jest matych rozmiaréw, Srednica widkna moze wynosi¢ nawe
kitka mikrometréw. Pozwata on oznacza¢ jednoczes$nie Kitka parametréw, npi
stezenia r6znych substancji, pH.

3. Brak koniecznos$ci stosowania sygnatu poréwnawczego: moztiwo$¢ po-
tepszenia stabitnosci pomiaru.

4. Pomiar moze by¢ prowadzony w sposob cigglty tub okresowy. Ze wzgledu
na wihasciwosci Swiattowodu mozna oznaczenie wykonywac zdatnie, in situj
nawet na odtegtos¢ 1 km.

5. Istnieje mozliwos¢ oznaczania w uktadach in vivo.

Optobiosensory, w poréwnaniu z optodami chemicznymi, rozszerzylty wa-
chlarz oznaczen na zwigzki biologicznie czynne, np. glukoze [24,25], fruktoz”
[26,27], mocznik [28], mleczan, pirogronian [29], bilirubine, aminokwasy [30],
Stosujac biosensor optyczny mozna oznacza¢ aktywnos¢ enzymow [31], a tak]
ze Sledzi¢ reakcje immunologiczne [32,33]. Biosensory tego typu pozwalaj®
na monitorowanie przemian biochemicznych z mozliwoscig ich zdalnego ana]
lizowania.

Optody znalazty réwniez zastosowanie w diagnostyce medycznej do 0znaj
czania in vivo: fizjotogicznego pH, zawartosci tlenu, stezenia elektrotitéw, ghuj
kozy, temperatury [34]. Reprezentatywnym przyktadem jest, jak sie wydajej
sensor optyczny o srednicy | mm, sktadajacy sie z trzech czujnikéw, mierzac]®
jednoczesnie pH, stezenie tlenu i dwutlenku wegla we krwi pacjenta [35].

2. Budowa i zasada dziatania sensoréw optycznych

Gtéwnymi elementami sensora optycznego sa: zrédto Swiatta, widkno opj
tyczne, wskaznik oraz system detekcji.

Jako zrédia Swiatta uzywane sg obecnie gtdwnie réznego typu tasery, wiaj
cznie z barwnikowymi, potprzewodnikowymi, a takze diody emitujace Swiatte
(LED). Spotyka sie tez klasyczne zrédia promieniowania z ukladem mono]
chromatyzujagcym. Widkna optyczne stuzg do przesytania swiatta anatizujgj
cego i anatizowanego oraz stanowig nosnik dla indykatora czy biokatalizatoraj
Stosowane wskazniki sa czute na Swiatto i jednoczes$nie reagujg na zmian}
stezenia, pH, czy innych parametréw fizykochemicznych substancji oznaczaj
nej. Detektor stanowig fotodiody tub fotopowietacze z pomocniczym systement
optycznym w postaci monochromatoréw, zwierciadet, fittrow, soczewek itd.
oraz uktady wzmacniajace i rejestrujgce. W wietu przypadkach emisja Swiatte
i obrdbka sygnatu anatizujgcego jest sterowana przez mikroprocesor. Rozwo¢'
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lowoczesnej techniki umozliwia bezposrednie rejestrowanie i analize zmian
lygnatu Swietlnego przy zastosowaniu optycznego spektrografu, ktoiy jest wy-
:warzany w postaci miniaturowego modutu bezposrednio przytagczonego do
Eomputera,

2.1. Wiokno optyczne

Typowe szklane widkno optyczne zbudowane jest z rdzenia i otaczajacej
\o powtoki (lys. 2). Obydwie te warstwy wykonane sg ze szkla o réznym
wspotczynniku zatamania swiatla. Zasada przesytania Swiatta w Swiattowodzie
)piera sie na zjawisku catkowitego wewnetrznego odbicia na granicy faz: rdzenh
— powloka rdzenia. Swiatto padajace przesytane jest przez $wiattowdd, jezeti
spetniony pozostaje warunek dta potkata akceptacji:

) ni - ni
sina= A @

Jdzie: a — pobikat stozka akceptacii,
lo, ni, n2 — wspoiczynniki zatamania Swiatta odpowiednio powietrza,
rdzenia i powloki.

W zalezno$ci od materiatu uzytego do budowy rdzenia i powtoki widkna opty-
cznego wyrézniamy Swiattowody typu: szklo-szkto, kwarc-kwarc, kwarc-tworzywo
sztuczne, tworzywo-tworzywo. W przypadku chemicznych i biochemicznych sen-
soréw optycznych stosuje sie na ogot wiodkna tradycyjne, typu szklo-szkio.

W praktyce spotyka sie optody jedno- tub dwuwitdknowe (rys. la,b). Sen-

Rys. 2. Schemat budowy witbkna optycznego: | - rdzen widkna, 2 - powloka widkna, 3 -
stona widkna, a - potkat stozka akceptacji, g - kat padania promienia Swietlnego na powierzchnie
raniczna rdzen - powtoka.
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soiy dwuwitdknowe stosuje sie w przypadku wykorzystania zjawiska absorpcji
Sygnat Swietlny dochodzacy do wskaznika ulega absorpcji i po odbiciu wracé
do detektora zachowujac te samg diugos¢ fali. Dlatego sygnat prébkujacy
i analizowany muszg by¢ przestane oddzielnymi widéknami [36,371.

Uktad z jednym widknem, korzystniejszy z praktycznego punktu widzenia
mozna stosowaé wykorzystujac zjawisko fluorescencji substancji oznaczane-
lub indykatora, w tym wypadku nazywanego fluoroforem. W wyniku pochia-
niania kwantu promieniowania, czasteczki fluoroforu przechodzg ze stanc
podstawowego elektronowego w stan wzbudzony. Powrot czasteczek do stanu
podstawowego zwigzany z emisjg promieniowania nazywany jest luminescen-
cja. W szczegolnosci powrot ze stanu singletowego, o krétkim czasie zycia
rzedu: 107-10" s, na dowolny poziom oscylacyjny stanu podstawowego od-
powiedzialny jest za fluorescencje, przy czym dtugosc fali Swiatta emitowaneg
jest wieksza, niz pochfanianego. Sygnat prébkujacy i analizujacy réznig si'
zatem dtugoscia fali i swiatto moze ,,wedrowac¢” tym samym widknem, a na
tezenie Swiatta rozproszonego jest nieistotne. Ukiad detekcyjny natomiast jes
bardziej ztozony, wymaga bowiem wprowadzenia do widkna Swiatta wzbudza
jacego i odbioru sygnatu fluorescencyjnego, emitowanego tym samym wiok
nem oraz skierowania go do detektora [38].

2.2. Wskaznik

W metodach analitycznych z wykorzystaniem optod, szczegdlnie biosenso-
réw optycznych rejestruje sie najczesciej zmiany absorbancji lub fluorescencj
wskaznika, wywotane przez oznaczang substancje, czy tez parametr fizyko
chemiczny.

Najbardziej popularnymi wskaznikami, zmieniajgcymi intensywnos$¢ fluo
rescencji pod wptywem zmian pH, sa: fluoresceina [11,39], izotiocyjanian fluo
resceiny (FITC) [40,41], karboksyfluoresceina [5], kwas 8-hydroksy-1,3,6-pire
notrisulfonowy (HPTS) [42,43], fluoresceinoamina [44,45,46]. Druga, znaczm
grupe fluoroforéw stanowia zwiazki, ktérych fluorescencja jest efektywnie ga
szona przez tlen. Sa to: kwas pirenobutyrowy [47,48], dibutyran perylem.
[49], dichlorek tris(2,2-dipirydylo) rutenu (Il) [50,51,52].

W przypadku pomiaru zmian absorbancji stosuje sie np. nitrazyne, bieki
bromotymolowy [5].

Wskaznik czesto jest immobilizowany bezposrednio na widknie optycznym
W zaleznosci od miejsca unieruchomienia indykatora rozréznia sie, jak ju:
wspomniano, sensory optyczne wewnetrzne i zewnetrzne (rys. 1).

Biosensory optyczne nalezg do zewmetrznych sensoréw optycznyclj
(rys.la,b). W tego typu sensorach indykator umieszczony jest na kohcu widk
na optycznego tub wiagzki witdkien. Mozliwosci ,,mocowania” wskaznika przrj
koncu widkna pokazano schematycznie na rys. 3. W najnowszych rozwigza
niach stosuje sie metode immobilizacji wskaznika, bezposrednio na powierz
chni widkna optycznego z zastosowaniem wigzania kowalencyjnego. W tynj
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Rys. 3. Sposoby mocowania wskaznika w zewnetrznym sensorze optycznym wg [1]: a -
wskaznik mocowany bezposrednio na membranie, b - wskaznik w postaci granulatu przyklejony
do membrany, ¢ - wskaznik na koricu wiokna oddzielony od analizowanego roztworu selektywng
membrana, d - wskaznik w selektywnej membranie rurkowej zakoriczonej warstwg blokujaca
dostep Swiatla do prébki, e - mieszanina wskaznika i monomeru w rurce kapilarnej do bezpo-
$redniej polimeryzacji na widknie. Oznaczenia: | - koncéwka widkna optycznego, 2 - membrana
ze wskaznikiem, 3 - indykator, 4 - membrana przepuszczaina dla reagentu, 5 - mrka kapilarna.

celu wykor*ystuje sie metody modyfikaeji nosnika uzywane przy konstrukeji
elektrod enzymatyeznych.

3. Biosensory

Zaznaczono juz, 7ze nowa generaeja biosensor6w powstata na bazie che-
mieznego sensora optyeznego. W tym przypadku na powierzchni wiékna op-
tycznego immobilizowany jest enzym katalizujacy odpowiednig reakcje bio-
chemiczng. W$rdd tego typu sensorOw wyréznia sie:

1) optobiosensory posrednie, w ktérych z enzymem koimmobilizowany jest
dodatkowo optyeznie ezuty wskaznik, przetwarzajaey na sygnat $wietlny zmiany
stezenia substaneji powstajgeej lub zanikajgeej w wyniku reakeji enzymatyeznej,

2) optobiosensory bezposrednie, gdzie na widknie optycznym unierucho-
miony jest jedynie enzym, natomiast ‘/.uzywany substrat lub powstajacy w wy-
niku reakcji enzymatycznej produkt sg optyeznie czute. Rejestrowane zmiany
optyczne sg bezposrednio miarg stezenia substaneji oznaczane;j.

biotechnologia 2 (29) '95
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Rys. 4. Schemat uktadu pomiarowego z wykorzystaniem optosensora wg [53]. Oznaczenia: |
- laser argonowy, 2 - przerywacz wigzki, 3 - zwierciadto, 4 - dzielnik wigzki, 5 - zwierciadto z
otworem, 6 - soczewki, 7 - widkno optyczne, 8 - analizowana probka, 9 - filtr, 10 - fotodioda,
11 - monochromator, 12 - fotopowielacz, 13 - wzmacniacz, 14 - rejestrator.

Schemat uktadu pomiarowego z zastosowaniem optobiosensoréw przedsta-
wiono na rys. 4. W dalszej czesci artykutu skupiono sie gtéwnie na biosen-
soraeh optycznych, wykorzystujacych zjawisko fluorescenciji.

OPTOBIOSENSORY POSREDNIE

OptobiosensoTy oparte na pomiarze tlenu. Zasada dziatania sensoréw tego
typu oparta jest na detekcji dynamicznego wygaszania fluorescencji
wskaznika, immobilizewanego na widknie optyeznym, przez tlen czasteezkowy
(trypletowy). Membrany do unieruchamiania indykatora muszg charakteryzo-
waé sie bardzo dobrg przepuszczalnoseiag tlenu [54]. Jako fluorofory stosuje
sie wczesniej wymienione pochodne pirenu. Intensywnos$¢ fluoresceneji w obec-
nosci tlenu opisuje zalezno$¢ Stema-Volmera:

Y =1+K pon @
gdzie lo — intensywno$¢ fluorescencji w nieobecnosci 02, | intensyw-
nos¢ fluorescencji w obecnosci 02, K — stata ttumienia, P02 cisnienie

czgstkowe tlenu.
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Rys. 5. Schemat dziatania optobiosensora glukozowego.

Zgodnie z rownaniem (2), wzrost ei$nienia czastkowego tlenu w probce
wigze sie ze zmniejszeniem intensywnosci fluorescencji (I) wskaznika. Jest
ona miarg cisnienia czastkowego tlenu w prébce. Sensory te zostaty wyko-
rzystane do konstrukcji biosensoréw optycznych, stuzacych do oznaczania
zwigzkow w reakcjach enzymatycznych, w ktérych jednym z substratéw jest
tlen. Przyktadem jest optobiosensor glukozowy (rys. 5). Glukoza i tlen dyfun-
dujg do warstwy sensora, zawierajagcej oksydaze glukozowg (GOD), gdzie glu-
koza jest utleniana do kwasu glukonowego. Zuzycie tlenu, bedgce miarg ste-
zenia glukozy w roztworze, rejestrowane jest jako wzrost intensywnosci fluo-
rescencji fluoroforu. Spotyka sie rézne rozwigzania konstmkcyjne optosensora
glukozowego. Liibbers i wspot. [24,55] osadzali GOD przez sieciowanie alde-
hydem glutarowym (AG) w albuminie. Warstwe zelu o giaibosci 50 pm mo-
cowali na koncu widkna optycznego. Czas odpowiedzi takiego sensora wynosit
jedna minute. Opisana konstrukcje wykorzystano réwniez do oznaczania mle-
czanu, ksantyny [56], etanolu [24,55], stosujgc odpowiednio enzymy: oksy-
daze mleczanowsg, ksantynowg i alkoholowa. Trettnak i Wolfbeis [57] immo-
bilizowali GOD w albuminie w obecnosci katalazy, ktéra powoduje rozkiad
nadtlenku wodoru powstatego w wyniku reakcji. Do unieruchamiania enzymu
i indykatora na wldknie optycznym zastosowano warstwe hyflrozelu — po-
li(2-hydroksyetylometakrylanu) [58]. W innym glukozowym biosensorze opty-
cznym unieruchamiano enzym przez kowalencyjne wigzanie na porowatej
membranie nylonowej. Taki optosensor charakteryzowalt sie zakresami dete-
kcji glukozy 0,1-20 mM i czasem odpowiedzi 1-6 min.

Na zasadzie detekcji zuzycia tlenu mozna réwniez oznacza¢ etanol. Volkl
i wspot. [59] osadzali oksydaze alkoholowa i kwas pirenobut}a*owy w zelu
agarowym na powierzchni membrany teflonowej. Wolfbeis i Posch [60] koim-
mobilizowali z kolei oksydaze alkoholowa, katalcize i wskaznik w przepusz-
czalnej membranie silikonowej i mocowali na widknie. Optosensor pozwalat
oznacza¢ etanol w zakresie 10-500 mM, a czas odpowiedzi wynosit 2 min.

biotechnologia 2 (29) >95
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Rys. 6. Schemat dziatania optobiosensora do oznaczania amoniaku.

Autorzy ci zaproponowali roéwniez r6zne warianty rozwigzan dla biosensora
do oznaczania H202 [61].

Optosensory oparte ha pomiarze amoniaku. Oddzielng grupe stanowig bio-
czujniki optyczne, w ktdrych oznaczana substancjg jest amoniak [12,62]. Za-
sade dziatania takiego czujnika optycznego [2] zilustrowano na rys. 6. W war-
stwie oddzielonej od badanego roztworu membrang teflonowg, umieszcza sie
wskaznik czuty na zmiany pH oraz chlorek amonu. Czgsteczki amoniaku
dyfunduja przez selektywng membrane do warstwy roztworu indykatora.
Zmiana stezenia gazu powoduje zmiang odczynu roztworu wskaznikowego,
ktory jest rejestrowany w postaci zmian optycznych: fluorescencji lub absor-
bancji. W konstrukcji tego biosensora najistotniejsza role odgrywa selektywna,
przepuszczalna dla amoniaku membrana. W tego typu sensorach gazowych
czas odpowiedzi jest dtuzszy, rzedu kilku do kilkunastu minut.

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

CO(NH2)2 + 2H20 + H+ NH3  H20 3)

W tym celu na wldknie optycznym immobilizowano ureaze w albuminie
sieciowanej aldehydem glutaroAvym. Optobiosensor ten zastosowano do ozna-
czenia mocznika w prébkach surowicy. Otrzymane rezultaty pozostawaty
w bardzo dobrej zgodnosci z danymi uzyskanymi przy stosowaniu metod kon-
wencjonalnych [28].

Optobiosensory oparte na pomiarze pH. Na wioknie optycznym immobitizuje
sie enzym oraz wskaznik, czuty jednocze$nie na zmiany pH, zachodzgce w wy-
niku reakcji katalizowanej przez enzym. W ten sposéb mozna oznaczac¢ glu-
koze [25,63], mocznik [63] i penicyline [39,41,44,63,64,65].

glukoza + 02 } kwas glukonowy + H202 4

penicylina  penicylinaza * kwas penicylowy (5)
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Zgodnie z tymi reakcjami enzymatycznymi nastepuje obnizenie pH w mie-
szaninie reakcyjnej, co jest rejestrowane za pomocg zmian optycznych
wskaZnika. Spadek pH roztworu powoduje zmniejszenie intensywnosci fluo-
rescencji wskaznika i jest miarg stezenia oznaczanej glukozy czy penicyliny.

Pierwszy taki optobiosensor zaproponowali Goldfinch i Lx)we [63]. Unieru-
chamiali oni oddzielnie oksydaze glukozowa, ureaze lub penicylinaze ze
wskaznikiem pH na przezroczystej btonie, ktéra umieszczali miedzy zrédiem
Swiatta i detektorem — fotodioda.

Trettnak i wspot. [25] w swoim optobiosensorze, do pomiaru glukozy,
umiejscowili warstwe hydrozelu z immobilizowang oksydaza glukozowg
i HPTS na btonie poliestrowej w uktadzie dwuwldknowym. Czas odpowiedzi
sensora wynosit 8-12 min. W biosensorze optycznym do oznaczania penicyliny
enzym inkludowano w zelu poliakiylamidowym, albo w albuminie sieciowanej
— aldehydem glutarowym. Jako wskaznik stosowano: fluoresceine lub HPTS.
Zakres oznaczanych stezeh penicyliny wynosit: 0,25-10 mM, czas odpowiedzi:
20-60 s. Byt on porownywalny z czasem uzyskanym dla pomiaru za pomoca
elektrody enzymatycznej [66]. Jeszcze krotszy czas odpowiedzi, od 20 do 45 s,
otrzymano konstruujac optobiosensor z koimmobilizowang penicylinaza i fluo-
resceing na szkle porowatym, umocowanym na kornicu widkna optycznego
[39].

Istotnym problemem i ograniczeniem w zastosowaniu tego typu optobio-
sensorow jest stabilno$¢ stosowanego w nich enzymu. Pojemnos$¢ buforowa
roztworu wplywa w duzym stopniu na odpowiedZ sensora. Stosowanie duzej
pojemnosci buforowej kompensuje tworzenie lub zuzycie kwasu, a zmiany pH
nie sg rejestrowane. Duze zmiany pH przy niskiej pojemnosci buforowej, moga
z kolei inakt}rwowa¢ enzym i ogranicza¢ zakres odpowiedzi.

W praktyce stosuje sie kompromis miedzy niewielkim sygnatem optobio-
sensora w szerokim zakresie stezenn z duza pojemnoscig buforowa a inten-
sywnym sygnatem w waskim zakresie stezen, przy niskiej pojemnosci bufo-
rowej. Dodatkowo sensory opis}rwanego typu czute sg na zmiany sity jonowej
i temperatury. Stad tez parametry te powinny by¢ kontrolowane w warunkach
[zastosowania danego optobiosensora. Spotykane w literaturze typy optycz-
nych biosensoréw posrednich wyszczegélniono w tab. 1

Tabela 1
OpTOBIOSENSORY E~OSREDNIE

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 BEZPOSREDNIE

Czujniki te rejestrujg zmiany: absorbancji, fluorescencji, chemiluminescen-
cji i bioluminescencji, wynikajgce z powstawania lub zaniku optycznie czutych
substratéw i produktéw reakcji enzymatycznych [67]. Najliczniejsza grupe
stanowia biosensory optyczne oparte na pomiarze intensywnosci fluorescencji
zredukowanej formy dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADH), ktéra
jest miarg substancji oznaczanej (lys. 7).

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

mleczan + NAD™ } pirogronian + NADH + ®)

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

Powstajacy, w tej reakcji NADH jest rejestrowany przez zmiane sygnatu
fluorescencji. W przypadku oznaczania pirogronianu wymagana jest niska
warto$¢ pH i obecnos¢ NADH. Miarg stezenia powstajacego pirogronianu jest
zmniejszony sygnat 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 lowa
do oznaczania mleczanu w probkach surowicy, uzyskujac bardzo dobrg zgod-
nos¢ z wynikami analiz przeprowadzonych z zastosowaniem metod klasycz-
nych [2].

Inny NADH-optobiosensor zaproponowali Kleiner i Harris [68]. Stuzyt on
do oznaczania kwasow zotciowych w zakresie stezen od 2 do 200 pM z wy-
korzystaniem dehydrogenazy 3-hydroksysteiydowej. Uzycie w biosensorach

Wiokno
optyczne

Produkt + NADH

Enzym

Substrat + NAD+
Rys. 7. Schemat dziatania NADH-optobiosensora.
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NAD™*' pozwala oznacza¢ réwniez etanol [691 i glukoze [701 wedilug nastepu-
jacych schematéw reakcji:

etanol + NAD* ———acetaldehyd + NADH )
glukoza + NAD* ———kwas glukonowy + NADH (8)

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

W pierwszym przypadku stosowano selektywng membrane w postaci mi-
kroporowatego teflonu, oddzielajgcg buforowy roztwor enzymu i NAD™' od roz-
tworu analizowanego. Mialo to szczegllne znaczenie w przypadku oznaczania
etanolu w surowicy krwi [60]. Zakres mierzonych stezeh etanolu miescit sie
w przedziale od 0,9 do 9 mM. W drugim natomiast, w biosensorze optycznym
do pomiaru glukozy w zakresie stezen od 1,1 do 11 mM, enzym immobi-
lizowano kowalencyjnie na siatce nylonowej i mocowano na pojedynczym
widknie optycznym [701.

Stosowanie NADH-biosensoréw jest ograniczone koniecznoscig dodawania
NADH/NAD™" do analizowanego roztworu. W pomiarach in vivo jest to utru-
dnione lub niemozliwe.

Specyficzng grupe stanowig optobiosensoiy oparte na chemi- i biolumine-
scencji. W pierwszym przypadku, do oznaczania nadtlenku wodoru wykorzy-
stuje sie zjawisko luminescencji w wyniku reakcji katalizowanej przez pero-
ksydaze:

H202 + luminol + OH' peroksydaza® 3-aminoftalan + H2 + 3H20 + hv (9)

Wzrost stezenia H202 zwieksza natezenie chemiluminescencji, co w kon-
sekwencji powoduje wzrost rejestrowanego sygnatu odbieranego przez wiokno
optyczne. Freeman i Seitz [71] skonstruowali czujnik do oznaczania H202,
w ktérym peroksydaze immobilizowang w zelu poliakiylamidowym zamoco-
wali na Swiattowodzie. Czas odpowiedzi sensora wynosit 4 s, a minimalne
oznaczane stezenie nadtlenku wodoru wynosito | jiM. Alzawa i wspot. [72]
unieruchamiali natomiast peroksydaze bezposrednio na powierzchni fotodiody
— detektora.

Koimmobilizacja drugiego enzymu katalizujgcego powstawanie H202, np.
oksydazy glukozowej rozszerza zakres zastosowania biosensora optycznego
z peroksydazg do oznaczania glukozy w zakresie stezen do 50 mM [73,74,75].

Kolejnym, drugim typem czujnikow sg optobiosensory bazujgce na detekcji
bioluminescencji.

Bakteryjna lucyferaza utlenia aldehydy do kwasow z wydzieleniem Swiatta
w obecnosci FMNH2 powstatego w reakcjach katatizowanych przez oksydore-
duktazy [10]. Wzrost intensywnosci rejestrowanego sygnatu $wietlnego odbie-
ranego przez wiokno optyczne zwigzany jest ze wzrostem stezenia NADH [76].
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NADH + H+ + fmINI NI AL =+ + FMNH2 (10)
FMNH2 + RCHO + 02 FMN + rcooh + H20 + hv (i)
gdzie: FMN i FMNH2 — odpowiednio, utleniona i zredukowana forma mono

nukleotydu flawinowego.

Coulet i wspét. [77,78] skonstruowali optobiosensor bioluminescencyjny
do oznaczania adenozynotrifosforanu (ATP) wedtlug schematu reakcji katali-
zowanej przez lucyferaze Swietlika:

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 koncéwek widkien optycznych. Sensory te sg
bardzo czute i pozwalajg oznacza¢ bardzo mate stezenia: 2,8x10'M-1,6x100 M
dla ATP, 1,1x10'9-3xI0 ® M dla NADH i 1x10* M dla H202. Wskazuje to na
przypuszczalne mozliwosci wykorzystania bio- i chemiluminescencyjnych
optobiosensoréw do oznaczania Sladowych ilosci specyficznych substancji bio-
chemicznych.

Spotykane w literaturze typy optycznych biosensoréw bezposrednich za-
mieszczono w tab. 2.

Tabela 2

Optobiosensory bezposf™dnie

Substancja analizowana Czynnik oznaczany Enzym

ATP foton lucyferaza ($wietlika)

kwasy z6tciowe 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

Wibdkna optyczne przyczynity sie do rozwoju instrumentatnych metod ana-
tizy chemicznej. Potlaczenie nowoczesnych wiokien optycznych i oprzyrzado-
wania optoelektronicznego z chemicznym ukitadem reakcyjnym pozwolito na
zbudowanie sensora optycznego. Zastosowanie dodatkowo enzyméw rozsze-
rzyto zakres aplikaeji tej metodyki pomiarowej na optyczne biosensoiy.

Istotng zaletg nowej generacji sensorow jest obok wysokiej czutosci i se-
lektywnosci mozliwos¢ prowadzenia pomiaréw in situ, w specyficznym otocze-
niu i warunkach. Z punktu widzenia praktyeznych zastosowan, sprawdzonych
dotychczas szczeg6lnie w diagnostyce medycznej, bardzo obiecujgce jest two-
rzenie multisensoréw oznaczajgcych in vivo jednoczesnie kilka wielkosci, np.
pH, stezenie tlenu i dwutlenku wegla [35]. Obecnie prowadzone badania w
wielu laboratoriach na $wiecie dotyczg zaréwno nowych mozliwosci oznaczen,
lepszych rozwiazan konstrukcyjnych optod, wzrostu czutosci i selektywnosci,
obnizenia kosztow ich wytwarzania, jak réwniez miniaturyzacji zrédet pro-
mieniowania i systemow 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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