UNIVERZITA J.E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Predmet: Biosenzory a monitoring
Zivotniho prostredi.

d 23.2.2017- Konstrukcerbiosenzort‘], zpusoby detekce, imobilizace enzymu
a zivych bunék (G.K., Usti)

0 2.3.2017 - Geneticky upravene mikroorganismy, jejich konstrukce a
principy fungovani (J.T.Usti)

I Mereni kysliku elektrickou a optickou sondou

I Méreni s enzymatickym senzorem (Praha)

d 23.3.2017 - Konzultace k navrhim prezentace + prednaska

O 30.3.2017 - Detekce kontaminace p,omoci bioluminescencnich a
fluorescencénich bioreportéra ( J.T.,Usti)

6.4.2017 - Opticka vlakna pfi konstrukci biosenzorti (G.K., Usti)
13.4.2017 - Monitorovani zivotniho prostredi senzory a biosenzory .

20.4.2017 - Prezentace biosenzoru pouzitelného v diplomoveé praci
(Usti.J. T.+G.K))
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« Predmet: Biosenzory a monitoring zivotniho prostredi.

23.2.2017- Konstrukce biosenzoru, zpusoby detekce,
Imobilizace enzymu a zivych bunék (G.K., Usti)

d Imunosensory

1 Elektrické prevodniky - rozdeleni

O LAPS (light addressable potenciometric sensor)

O FRET (Forstertiv resonanéni pfenos energie)

O Schéma vyvoje detekce pathogenu

d Imobilizace v prirodé

O Imobilizace zivych bunek — rozdéleni, zachyceni v gelu, mechanismy gelace,

O Imobilizace do alginatu

O Imobilizace do kremicité matrice

 Imobilizace enzymu

O Techniky vzuzivané pfi pfipravé biosenzoru v laboratorich —glutaraldehyd, avidin-biotin, samoskladna
vrstva na povrchu zlata, vyuziti magnetickych Castic

O Biomineralizace, silaffin, auto-enkapsulace.
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UNIVERZITA J.E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Fakulta Zivotniho prostiedi

Biosenzor je zafizeni pro detekci analytu, které kombinuje bilogickou ¢ast s fyzikalné
chemickym detektorem.

Citlivy
Roztok o nezndmé biologicky Prenadecd
koncen tr- prvek ‘ ‘ -
analytu

e, il SRR, Spojuje detektor s biologickou
organela,

casti -latka citliva na kyslik,
pH, zménu teploty

bunécny receptor, enzym
protilatka, nukleova
kyselina

>
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UNIVERZITA J.E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Fakulta Zivotniho prostfedi

Biosenzor je zarizeni pro detekci analytu, které kombinuje bilogickou cast s fyzikalné

chemickym detektorem.

Bio;ecepto r

Amplifier
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Processor
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http://lib.znate.ru/docs/index-150828.html
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Imunosensory

ANTIGENY

[ i
-

W W
Protilatka je latka bilkovinné v v
povahy ktera se specificky

nekovalentni vazbou vaze
na antigen

antigen

Biomolekuly které vytvareji bioafinitni komplex
s analytem - biorekognicni vrstva

Amperometricky
Potenciometricky
Konduktometricky
Impedimetricky

PROTILATKA

Plasmonovy
Fluorescencni
Absopcni

Evanescentni
Smés obsahujici Antigen-antibody ! Prevodnik

Vibracni
analyt interakce


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Antigen

UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Elektrochemicke prevodniky

* AMPEROMETRICKE - POTENCIOMETRICKE * KONDUKTOMETRICKE

* MEéfrici systém se sklada ze * Meri se zmena « Zmeny vodivosti pri
dvou elektrod, méricia potencialu na rozhrani biochemickych reakcich
referencni. elektrOdy a roztoku. V . produkce a Spot‘r‘eba

e Na méfici elektrodu (Pt, Au, systemu netecCe proud. iontu (u€inek hydrolas a
C) je imobilizovdna lontove selektivni amidas)
biorekognicni vrstva. elektroda (napr. pH « Je tfeba odligit zménu

elektroda) v kombinaci
s biologickou vrstvou na
membrané (sklo,
polymer)

vodivosti vyvolanou
pridavkem vzorku,

* Mezi elektrodou a redoxnim
parem molekul dochazi k
heterogennimu prenosu
elektronu. Signal je proud
umeérny koncentraci analytu.
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UNIVERZITA J.E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

LAPS biosensory (light addressable potenciometric sensor)

* polovodicovy prevodnik

« Zakladem je kfremikovy Cip potazeny vrstvami
SiO2 a Si3N4.

* V neosvetleném stavu je sensor neaktivni.

« Pokud se z druhé strany osvétli (infraCervena
LED, pfi 940 nm pronikne svétlo do kiemiku 50
nm hluboko), dojde k lokalni aktivaci a ziska se

Reference
electrode

signal odpovidajici zmenam pH v aktivované | voltage
ZOneé. —
* Vyhodou je jednoducha moznost vicekanalového Tissues or cells
S Eani Photo-

meéreni

SiO, current

LAPS Chlp Working I

electrode
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FRET

Forsteriv rezonancni prenos energie (FRET) (Fluorescenéni rezonanéni pfenos energie) je
mechanismus nezarivého prenosu energie mezi dvéma molekulami prostfednictvim dipdl-dipdlové
interakce. Energie se prenasi z molekuly donoru na akceptor .

Uginnost je nepfimo umérna Sesté mocniné vzdalenosti mezi donorem a akceptorem, k jevu tedy
prakticky dochazi jen tehdy, jsou-li obé molekuly v tésné blizkosti. Z intenzity FRET (kterou Ize urcit
ruznymi metodami analyzy fluorescence vzorku) Ize proto ziskat informaci o mife interakce mezi
donorem a akceptorem.

Tri podminky pro FRET
Prekryv spekter Vzdalenost molekul Orientace

Donor Akceptor ol RS
0.8 - E=
Ex Em Em RS+ R,*®
0.6 FRET bez FRET
s 0.4 - '\
g i
R,
nl ol o
0 2 4 6 8 10
;» '}\ Vzdalenost (nm)
exc. em.

innost E

Intenzita

vinova délka (nm)
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UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM
=3 B SO T T O R T I

FRET e

Citlivy biologicky prve,k= ) ANALYT »' Intgerakce s analytem
makvromclJIve!<u!a, ktelra ma. mn — zpUsobi priblizeni donoru
oddélené cCasti které slouzi & + 2 akceptoru a tim pfenos
jako donor a akceptor energie FRET

Hela bunkY ) Detekce koncentrace vapniku v bunce (cameleon chiméra), GFP protein.

fluorescencni

mikroskop 430 ;8" "™ calmodulin
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Schéma vyvoje detekce + ¥ ¥ ¥
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Capsular Section 3.1 Sectiom 8.1-2.4
Flagpllar
Surface [ Monoclomal | [m ["_
Section 3 2
Polysaccharides Section 3.3
=
validation [—g,m
Section 4 Section 11
} l
‘="
| I | Senzors 2009, 9, 4407-44435; doi:10.3390/590604407
IDﬁermmhmlnfdﬂecnnn] | Determines linear ranze ] l Cross-Teactivity analysis ]
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Fakulta Zivotniho prostfedi

V prirodé imobilizace slouzi k ochrané proti stresum.
A Adsorpce na povrch - biofilm. Anorganické schranky
s ned_OZSivVeEk.

" v"’."v

Yellowstone Puddle
Photographs by
John Lennox, Penn
State Altoona
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Imobilizace celych bunék = fyzikalni zachyceni nebo N
lokalizace neporusenych bunék v definovaném prostoru pri

zachovani pozadované aktivity bunék.

Whole cell immobilization = physical confinement or localization of intact cells to a certain
defined region of space with preservation of desired activity ., sk Liickis.B., Robertson C.R. Chem. Eng Sci. 40, 1321 (1985)

Immobilizace zivych bunék

A -

Udrzeni za porézni
Zachycenina Samovoina barierou _ aatiiel \
povrchu agregace -7
- - Zachyceni v gelu
P—— Opouzdten
(enkapsulace)
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UNIVERZITA J.E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

ope , . . o we v s . Fakulta Zivotniho prostfedi
Imobilizované mikroorganismy nebo jejich ¢asti v <

pramyslu, ndplhové kolony napf. vyroba fruktosového
sirupu, vyroba tryptofanu.

Imobilizované
mikroorganismy pro

l konstrukci senzoru.

} Bioluminiscencni

| bioreportér Psudomonas
} fluorescens HK44 na Cele
§ jddra kfemenného

% optického vldkna & 300
N} um.
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ZaChyceni Vv g elu T .

Prirodni polymery
Polysacharides

Alginate, pectin, cellulose,

Polyvinylakohol,
polyacrylamide,
polyurethane,
polethyleneglycol

chitosan,agar,carrageenan,

Proteiny Anorganické

Collagen, gelatine o _
kremicity nanosol, TiO2, ZrO2
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Mechanismy gelace

* Inotropni gelace — alginate, chitosan

* Thermalni gelace — agar, gelatine,collagen
« Zmrazeni — PVA, silica, ceramic

» Srazeni — cellulose, silica

* Polykondenzace — polyurethane, silica

» Zesiteni Cinidlem — polyacrylamide

» Radiacni polymerizace — PVA, PEG
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ALGINATE

linear unbranched polymers containing b-(1®4)-linked D-mannuronic

acid (M) and a-(1®4)-linked L-guluronic acid (G) residues




Encapsulace do alginatovych kulicek

ALGINAT v \p‘l/ Q
| |

CaCl, 1% mikroorganismy
encapsulované do
alginatovych kulicek




Imobilizaci do alginatu

s Rlst a eruoce kolonie
Nitrosornornas eurongs

s A: 4dny

= B: 9dni Rlst
s C: 30 dni

s D: 32 dni kolonie dosahla

povrchu gelu
s E: 36 dni erruption start
and only a few cells are left
s F: 37 days, erruption is
completed and an empty cavity
is all that remains of the erupted
colony

L.E.Hiisken, J. Tramper, R.H.Wijffels:

Growth and eruption of gell entrapped microcolonies
in Immobilized Cells Basics and Applications,

(Eds. Wijffles R.H., BuitelaarR.M., Bucke C., Tramper J.), Elsevier, p. 336- 340(1996).



Kremicita matrice

DH DS

O SII— 0-Si DHb
OR OH D Si- D
O Si. 0. OH

Inorganic F’nlymer Inorganic-Organic Hybrid




Zachyceni bunek do kremiciteho solu

Predpolymerace
anorganickych prekursord
Si(OCH5), , SI(OC,Hs),

Chlazeni v Uprava pH a
ledu pridani bunék




Immobilizace (encapsulace+entrapment) do
kfemicité matrice sol-gel metodou je ¢asto
poskozujici pro buriky diky extrémum pH,
produkcn alkoholu pfi kondenzaci a smrstem
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Diferential Interference Contrast Zeiss, LSM 510 META

A piece of layer( ~0.5x0.5 cm) washed 3x buffer, 1x d.d. water.

Surface

Layer:
26.9.2003
- 13.10.2003
107 cell HK44/g, 3%Si




100 um

Layer:
26.9.2003
13.10.2003

" 107 cell HK44/g, 3%Si

e cells attached on the surface were
shed out. The content of cells in the depth
100 ym was not changed by washing.

Cell covered with matrix

Dead cells in tough silica
matrix (high resolution) had B




206Si | D 30 M 5%Si

Layer . Layer

26.4.2005 26.4.2005
2, 5.6.2005* 2,5.6.2005*
108 cell HK44/g, 2%Si 108 cell HK44/g, 5%Si

Increase in content of Si in the biogel, from 2 to 5%, resulted in cell
destruction during entrapment procedure. Biogel with 5% Si was brittle with
cracks.



Fluorescence Microscope GMBU Halle, 30.05.2005,
Live/dead test. BacLight™ SYTO9:Propidum J = 1:1

Layer

26.4.2005
2,5.6.2005*

108 cell HK44/g, 5%Si

Layer
26.4.2005

2, 5.6.2005*

108 cell HK44/g, 2%Si

The soft matrix (2% Si) contains substantially higher content of living cells that were
dispersed in volume. In both matrices more cells were observed on edges. Large
cracks in the hard matrix were evolved during specimen preparation.

BX 60 of Olympus Optical Co. with a wideband blue fluorescence excitation filter sysem
type U-MWB2. The magnification was 1:400.



|096| 1m0nth a.fter |mm0blllzat|0n Sample preparation B

2% Si in biogel

I, R S\ e ML, N BN
113LT2, 27.05.05, 1kV, 4mm, 30000x, — 700 nm —

Compact silica matrix .

On silicon wafer were parts of destroyed cells.

Layer

26.4.2005

2, 5.6.2005* 5
108 Ce” HK44/g’ Z%SI 113LT2, 27 5 05, 1kV, 4mm. 20000x




20.11.2003
6,2.3.2005

2% Si in biogel

5 ;\:“ T3 g ," . R Tl e 2k . =
Sol-Gel161, 15.04.05, 1kV, 3mm, 2000, s A N PIC I e
Sol-Gel161, 15.04.05, 1kV, 3mm, 5000x,

In old soft biogel were clusters of cells

in contrast to separeted cells in one week old biogel.
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Imobilizace aminokyselin a proteinu v prirodé. N

« Bernalova hypotéza probioticke polymerace v adsorbovanem stavu
« Adsorpce na a — kiemen puvod previladajici L- formy organickych molekul v pfirodé.

Left crystal ~ Hight crystal
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UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM
Fakulta Zivotniho prostfedi

Imobilizace enzymu

Enzymy v Kovalentni Adsorpci na Entrapment o
Castecné vazbou s povrch enkapsulace rsien
inaktivované nosicem

bunce

Enkapsulace, entrapment
zesiténych enzym{
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Fixace v parach glutaraldehydu

Glutaraldehyd je pfi pokojové teploté olejovita kapalina s hustotou 1,06 g/cms3.
Je vSak toxicky a zpusobuje vazné podrazdéni oci, nosu, krku a plic, bolesti hlavy, ospalost a zavraté.

1) Nanést na
povrch elektrody
/\/ nebo ¢ocky. -
Enzym + hovézi sérovy [ <A v Z o))

: = 7 o) ot 1L
S {25 2) Vystavit plsobeni | '|&'ﬁ’\4~' '\L\J\[b
/\/ par glutaraldehydu &

(5-15 % roztok ve
vodé, 25°C).
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https://cs.wikipedia.org/wiki/Olej
https://cs.wikipedia.org/wiki/Hustota
https://cs.wikipedia.org/wiki/Jed
https://cs.wikipedia.org/wiki/Oko
https://cs.wikipedia.org/wiki/Nos
https://cs.wikipedia.org/wiki/Krk
https://cs.wikipedia.org/wiki/Pl%C3%ADce
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bolest_hlavy
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Ospalost&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Z%C3%A1vrat%C4%9B&action=edit&redlink=1

Princip imobilizace proteinu — Avidin- Biotin

Povrch
senzoru —_— —_— -_—
-
Povrch = =
—_— —_—
senzoru
[ —
Biotin (Strapt)Avidin

. \Olf_\l:( Avidin- gylkoprotein vajecného bilku 66 kDa

vitamin H. tvoreny 4 identickymi retézci (128 aminokysel.).

Kazda podjednotka ma vazebné misto pro biotin.

Straptavidin ma méné interakci s povrchem.

Biotinylovany protein

o1



Samoskladna vrstva na povrchu zlata (SAM)

IlFunkénl' skupiny pro navazani |I

citlivé biomolekuly

Koncova funkcni skupina ——— ¢

_ ' Organicka mezifaze (1-3 nm)

= zajistuje definovanou tloustku,
| = plsobi jako fyzikalni bariera,

= modifikuje elektrickou vodivost
Vazebny ligand (S) Y. Ya Yo Yo Y _Il alokalni optické vlastnosti

Spacer -uhlikaty retrézec —=

Kovovy substrat (Au) - Mezifaze kov - sira

Zlato se ponofri do roztoku thiolu, ktery se adsorbuje na povrch. Molekuly thiolu se na povrchu zlata
samovolné orientuji v jednom sméru a vytvori monovrstvu.
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Pred-imobilizace glukoza oxidazy pro senzor glukozy s
optickym kyslikovym prevodnikem

20ml fosfatoveho pufru 0,1 o pH 7 0.5g nosice
+
2mg ACX

Mereni aktivity — 5m_IG. 1M fosfatoveho
pufru o pH 7: 0.25ml1 ABTS 0.1ml
peroxidasy

] 20h inkubace pfi
h_4 laboratorni teplots
Odstiredeni

(SO000RPM,
15Smin. 20°C)

+

| Meireni aktivity |

/ \

Sup Supernatantu Cpi Castic

Pridavek 2,.5ml
glycinu;
Inkubace 16h pii
lab. teplote

A

N

| Ddsti‘-edéni‘ |

Castic

Gly mMereni aktivity glycinu

Promyty
2.5ml
destilovane

wvody

Odstredéni

-
Pwv_  Msieni aktivity promywvaci vody -

Cpp Meéreni aktivity castic
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UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM
Fakulta Zivotniho prostfedi

Vyuziti magnetickych Castic pfi immobilizaci enzymu.
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Biomineralizace - silaffin

Silaffin — peptidy odpovédné ©

recombinant

za srazeni oxidu kremicitého a expression l SPPS
tvorbu schranek rozsivek.

Modification

j/ R?A?

l Precleavage

HoN

Bio inspirovana imobilizace —
vyuziti uméle pripravenych
silaffint k imobilizaci.
Kovalentni protein silaffin
konjugaty vedou k homogenni

enkapsulaci proteinl v B i, 3 a

kremicité matrici. % ﬁ%
Org. Biomol. Chem., 2011, 3_% -;% |
9, 5482 . %

‘ Si(OH),
v

Carolin C. Lechnera and Christian F. W. Becker
Biomater. Sci., 2015,3, 288-29

Autoenkapsulace — in vitro biomineralizaci
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