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VLNOVODNE SENZORY ~*

Skupina optickych senzort vyuzivajici jako
detekcni prvek opticky vinovod

- Senzory refraktometricke

- Evanescentni vinovodné senzory

- Reflexni vlaknove senzory

- SPR senzory

- Senzory interferometrické

- Senzory na specialnich vinovodech

Senzory vlastni | nevilastni



Senzory vilastni AAA
detekcni misto v plasti vinovodu

Okoli s analyty

Plastl Detekcni misto

Originalni plast’ 1 vinovodu odstranéen, tim odkryt
pristup k rozhrani jadro/plast’ — detekcni misto



Refraktometrické senzory AR

Polomér Polomeér Signal
A A
Obal

Obal

» »

Index lomu Smér Sifeni ¢as

Viyuzivaji principu, kdy zvySenim indexu lomu v optickém plasti, se cast vedenych
paprsku lame do plasté a tim se snizi vystupni opticky vykon z vinovodu. Tato ¢ast
zavisi na indexu lomu plasté. Neuvazuje se opticka absorpce analytu.
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Senzory refraktometricke

Opticky vykon P, preneseny v refraktometrickém senzoru
paprskem i zavisi na odrazivosti R na rozhrani jadro/plast
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1 — Approximate formula
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Citlivost refraktometrického
senzoru je mal4, pokud n, <<n,

Ve vodnych roztocich je limit
detekce ~ 102 RIU, cozZ neni
dostacujici pro biosenzory

Proto se pro zvyseni citlivosti
detekce pouziva napf. navazani
optickymi mrizkami,
interferometrické zapojeni nebo
SPR struktury



Senzory refraktometrické ufe

Side-polished fibre sensor head Sample

Laser source
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(c) Volume % of adulterant eils in coconut oil.

Detekce necistot (parafinovy, palmovy olej) v kokosovem
oleji pfi 670 nm, odbrousné PMMA viakno @ 0.98 mm
M. Scheeba et al., Meas. Sci. Technol. 16, 2247-2250 (2005)



ufe
Evanescentni vinovodné senzory

Vyuzivaji interakci detekovanych velicin s casti
vedene viny - evanescentni vinou, ktera
prochazi optickym plastem vinovodu.
Detekovana proménna (tlak, teplota, chemicka
latka, bunka) meni optické vlastnosti v
optickem plasti — absorpcni koeficient,
luminiscenci, index lomu - a tedy meni
parametry evanescentni viny prochazejici
plastem (amplituda, faze, polarizace). Tyto
zmeny se prenasi do vedené casti optickeho
vidu a jsou detekovany na konci vinovodu.
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, , ufe
Evanescentni vinovodné senzory AR

Nizky opticky vykon v plasti standardnich vinovodu
(~1%) — nizka citlivost detekce.

Intenzita v evanescentni viné exponencialné ubyva od rozhrani
jadro/plast. Pro hloubku vniku evanescentni viny do plaste d,
(t}. mista, kde je intenzita 1/e intenzity na rozhrani) plati

A
d, = :
277/nZsin? ¥ —n2

Hloubka vniku evanescentni viny do plaste je asi do 100 nm —
nezbytnost u chemickych senzoru a biosenzoru zajistit pristup
latek k rozhrani jadro/plast

? Metody pro modifikaci standardnich vinovodu (PCS
vlaken, planarnich vinovodu) umoznujici zvysit opticky
vykon v plasti a pristup latek k rozhrani jadro/plast’



Vinovod s castecnhé odstranenym plastem

Okoli s analyty

Plastl Detekcni misto

Pouti = Pini RN

R-odrazivost, N-pocet odrazii =

outi



Pro rozhrani jadro/plast’ ufe
Attenuated Total Reflection — ATR
Tlumeny uplny odraz

P =R, ep(-y I:)
G
)

0=mn/2 - - doplnkovy uhel k uhlu odrazu Y. n, — index
lomu jadro, n, —index lomu obalu, d — pramér jadra.
Zvyseni citlivosti(1)=|P; =1L nebo 1y

yzgcl




Metody pro zvysSeni citlivosti ufe
evanescentnich vinovodnych senzoru

Pouziti prevodniku s vysokym objemovym
absorpcnim (luminiscencnim) koeficientem y~ g

Zmenseni prumeéru jadra vinovodu y~1/d
Zvetseni vinove délky detekce y~ A

Rizeni thlu dopadu na rozhrani jadro/plast tak,
aby 0—0,

Prodlouzeni vinovodu L
Index lomu jadra n; — indexu lomu vzorku n,



Zpusoby pro zvyseni citlivosti
I gcl

Pouziti opticko-chemického prevodniku s
vysokym objemovym absorpcnim
(luminiscencnim) koeficientem ¢
(pouzivano i u planarnich vinovodu)

pH prevodniky
Ru komplexy pro detekci kysliku

enzymatickeé prevodniky pro detekci
glukosy, mocoviny

imunoprevodniky



Imunopievodnik na PCS vlakné ufe
absorpcni stanoveni

v Bioreceptor o Analyte

(HIgz) (anti IgG)
—‘T Yy l!:I" '“‘,E,_':f. .
@ 4
Spectrometer UV LED
8 A
Ax V8 &puCl =0,001g, , CL
3 7 d NA

Zdroj UV LED 280 nm — detekce zmen absorbance
proteinu (HIgG, anti IgG)

PCS vlakno, NA=0,37, d=200 ym, L~5cm

Viz: V.V.R. Sai et al., Sens.Actuators B143 (2010) 724-730



Imunoprevodnik na PCS vilakne

1.Tvorba OH skupin na
povrchu vlidakna — 2h

2.Aminosilanizace (5 min)
3.Reakce s glutaraldehydem

(30 min)
4.Inkubace IgG v pufru
(PBS) naviakné (12 h)
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Biosensor na planarnim vinovodu @~
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Wavelength (nm)

Detekce rakovinovych markerud planarnim imunosensorem.
Luminiscence excitovana pri 635 nm, snimana zvnéjsku spektrometrem

VIinovod: SiON, (n=1.81, 5 nm) na SiO, excitace pomoci mrizky

Detekce CEA (carcinoembryonic antigen) pomoci syntetickych
protilatek na zakladé imunoglobulinu (T84.66-AF647)

Harshini Mukundana et al., Sens. Actuators B-Chem 138 (2009) 453-460



Zmenseni prumeéru jadra vinovodu, ,L.',fE

p zvetsni vin. delky
/4 za

Omezeni

- Jednovidova PCS vlakna Ize obtizne pripravit (Spatné
mechanické vlastnosti)

- Neexistuje zadny realny pristup pro chemikalie do
oblasti evanescentniho pole v jednovidovych nebo
mnohavidovych vlaknech s malym jadrem (sklo je
prakticky nepropustné pro chemikalie)

Redeni
Specialné tvarované vlakno - D-vlakno, sektorove s-
vlakno, tj. vlakna se specialnimi nekruhovymi prurezy.




D-vliakna

D-viakno (Culshaw-UK-1985)
Kremenné D-vlakno je
pripraveno tazenim z
vhodné obrousene a
leSténé kruhoveé
preformy

Pouzito hlavné pro detekci plynt (CH,), pro fyzikalni senzory
G. Stewart, W. Jin, B. Culshaw, Sens. Act. B 38, 42-47, 1997
Rovnéz pro SPR senzory-viz ¢ast SPR



IR senzor na D-vlaknu

FTIR
spectrometer
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AgCI,Br, , D- vlakno, zplostéleé stlacenim kruhoveho vilakna

U. Bindig et al. ,Sens. Actuators B 74 (2001) 37-46



Sektoroveé viakno !-.!,fE

Podobné jako D-vlakno umoziuje snizit prumeér
jadra d a ma dale zlepseny pristup do oblasti
evanescentniho pole.

Vlakna jsou dostateCné
robustni, coz je dano velkou
sektorovou casti (0.3 mm)

Pramér jadra - 30um (zvyseni
citlivosti 2-5x ve srovnani s
PCS vlaknem)

V. Matejec et al., Sens. Actuators B 38-39 (1997) 334-338



Nastaveni Uhlu odrazu na
rozhrani jadro/plast’

- Excitace PCS vlaken odklonénym
kolimovanym svazkem

- 1Gl vlakna
- Ohnuta PCS vlakna (U vlakna)



ufe
Excitace odklonénym kolimovanym svazkem

Angle of rotation

Excitujeme jako osové, tak kosé paprsky



Sestava UFE

1-Laser; 2 — OtoCna Cast, 3- Drzak vlakna, 4-Kyveta, 5-Detektor



PCS vlakna — Uhlové distribucev Ul
plynnych smesich - refraktometrie

1.04 MTES membrane

max

Fixed angle

N2
—— Toluene (1.9 vol.%)
— Hexane (12 vol.%)
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Vyzkum interakce analytl s riznymi membranami, SPR
senzory (viz ¢ast SPR)



PCS vlakna — casové odezvy k plynnym
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V. Matéjec et al., J. Sol-Gel Sci. Technol. 32, 237-242 (2004), SPR senzory



ufe

AN

Viakna se zbrousenym vstupem

 Nahrada excitace odklonénym kolimovanym svazkem
pouzitim neodklonéného kolimovaného svazku a viakna se
zbrousenym koncem — stejna citlivost

BEVELED FIBERS - ANGULAR DISTRIBUTIONS
104 Polymer#2
Thickness 8 um
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V. Matejec et al., Mater. Sci. Eng. C21, 217-221 (2002) detekce toluenu ve vodeée



Mnohavidova vlakna s invertovanym aax
gradientnim profilem IGI vldakna

Citlivost je ovliviiovana rizenim uhlu odrazu na
rozhrani jadro/plast

= Gl vlakno

viakno



|Gl vlakna- drahy paprskii =%

Plast

VY

ZdrOJ ................................................................................ -

Prakticky stejny uhel dopadu na rozhrani pro vS§echny paprsky,
pokud jsou osové excitovany = vysoka citlivost detekce



f
Vyhody IGI viaken NS

Zvysena citlivost ke zmenam indexu lomu v
rozmezi indexu lomu 1.45-1.51 — zavisi na
minimalni hodnote indexu. Prumér 100-500um

B .

Eo%—Bzog, doping
v~~~ (b)=GeQ, doping ,°,

I\ /o
> [ I
g r \ / l

\ / |

E 1.47 ll . / !

| \ / 1
O | \ / |
E. | \ / |
-+ \ /
O [ \ , |
o | ) , |
&t 1.46 | " / |
] | |
% - \ / _

\ /
v
1.45 4T e T e T T T T T T
—4 -3 =7 =1 0 1 2 3 4

Distance from center [mm]



Kalibracni krivka 1Gl viakna
refraktometrie

04 h=2.0 mm 'O,-:;
= Fiber endface distance =y
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Core/cladding refractive-index difference

Citlivost ke zménam indexu lomu v oblasti n=1.45
M. Chomat et al., Sens. Act B 87, 257-268 (2002)



SPR senzory- Inkubace kyseliny ufe
16-merkaptohexadekanové na Au

7

——x C 1.4 - air
| 7w e e I el “1\

1,2 4 ringage (éthanol) + séchage ’
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Signal mesuré (V)

0,8 1 [
| éthanol | |

664 \1/{ éthanol
’ f— éthanol + 1 mM thiol

23A

// 1 1
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IGI vlakno, detekcni délka 1,5 cm, Au vrstva 50 nm

F. Bardine, These de la Universite Claude Monnet, Saint Etienne, 2004



Ohnuta vladkna (U-vlakna)
Zmenseni uhlu odrazu na rozhrani




Citlivost ke zménam indexu lomu plasté Ufe

10 log[P(dry)/P] [dB]

refraktometrie
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Citlivost ke zménam absorpcniho
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Concentration of methylene blue [mg/I]

V. Matejec et al., Sens. Lett. 7, 900-904 (2009)



Vlastni senzor kysliku a glukozy ~~=

Silica or PMMA

LED
light

A4

Main unit
Communication

i ( > PMT

$RS Detector

Sensing film is
placed

P

Ohnuté polymerni viakno (1 mm), detekéni mebrana z
ORMOCER® (n~1.5) s Ru komplexem a
glukosaoxidazou. Detekce je zalozena na monitorovani
spotreby kysliku v enzymatickéem rozkladu glukosy



Kyslik — Fluorescencni intensita

Relative output power [A.U.]
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Mereni intenzity fluorescence
PCS vliakno + ORMOCER® vrstva s
Ru komplexem

Excitatce 470 nm — modra LED, Fluorescence 620 nm



Relative fluorescence intensity

Senzor kysliku a glukozy W€

Plastové vliakno

0.80

buffer 054

1 ]

0.76 | / |
1 +1ml 0.1M glucose '
0.74 l
_ l .
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o
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10*log[P] [dB]
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Glucose concentration [mMM]
Casova odezva Kalibrace

Detekéni rozsah 0.2 -1 mM



Zpusoby pro zvyseni citlivosti ARR

- Zvyseni délky vinovodu L — navinutim (viakno)
Rovnez vliv ohybu viakna

DetekCni
viakno

Monochromator / \

Zdroj /” Detektor
Analyt Ll

1cm

10 m CS vliakna



10 * log (P /P) [dB]

Navinuté arovneé PCS vlakno AAR

odezva k toluenu ve vode

TOLUENE
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Detection length 5 m

Coiling diameter 25 mm
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Diameter 25 mm

1688 nm i
straight PCS fiber
Length 0,5 m

80 120 160 200 240 280
Toluene concentration [mg/dm’]



Evanescentni senzory v biomediciné ~f£
IR vlakna
Detekce pH a glukosy s vyuzitim polyanilinu a
glukozaoxidazy
Detekce rozpoustedel (chlorované uhlovodiky)
Homogenita farmacoutickych pudru.

Analyza proteinu a enzymu.
E.D.S. Karslake et al., Advanced Drug Delivery Reviews 21 (1996) 205-213

Planarni vinovody

Testovani toxicity chemikalii s vyuzitim zmeén konformace
bunék

J. Voros et al., Biosens. Bioelectr. 15, 423-429 (2000)

Review

E. Squilante, Applications of fiber-optic evanescent-wave spectroscopy, Drug
Develop. and Indust. Pharm. 24, 1163-1175 (1999)

Prakticky jsou vsak vyuzivany zejmeéna reflexni senzory




Reflexni opticky senzor - princip ure

Emitting fiber
Light
= )2

Receiving fiber

4+—— Plate with
sensitive material

(B)

Optické viakno Luminiscence, absorpce

Fotodetektor

Zaznam



Reflexni senzor - omezeni

ufe

AN

Nizka odrazivost ( %) — potrebné zesilit zrcadly nebo
zbrousenim konce viakna (zména uhlu dopadu)

Reflexivity R

&
[EEN

0,01 5

2|0 | 4|0 | 6|0
Angle of incidence [deg]

I
80

Kolmy dopad ¥ =0 deg

g

2
n1_n2
n1+n2



, , ufe
Reflexni senzor - omezeni AAA

Mala plocha odrazu — nizka intenzita odrazeného zareni

-ﬁ"_-'_‘-l
--'.-'
--.--'
e L L T TP

Proto se provadéji upravy koncu vlakna a pridavaji se
zrcadla

Viz: U. Utziger et al., ,,Fiber-optic probes for biomedical optical
spectroscopy®, J. Biomedical Optics 8(1) (2003) 121-147



, . ufe
Reflexni senzor - instrumentace AAA

Viaknové délice (X, Y), délice svazku, konektory

Flate beamsplitter Cube beamsplitter Pellicle beamsplitter
Destitka Kostka Membrana

mitfnd odrazy: ANO Vritni odrazy: AND Vnitinl odrazy: NE
Cilfsad; AN izl NiE CIHzl . ME

FC - konektor

Télo konektoru
Zamek

Komercne dostupné

Ferule 2.5 mm ViIakno 125 um

SMA - konektor



Reflexni senzor detekce pH v ufe
zaludku

Absorpcni prevodniky bromofenolova modr-
thymolova modr (rozsah pH 1-8)

Opticka
O‘ viakna Detekéni vrstvy

;w - —‘\\‘\\\\‘~'F ‘

oh |' |‘l\||

A I e |
Katetr 3.5 mm

Plastoveé zrcadlo

Viz: F. Baldini, A. N. Chester, J. Homola, S. Martelluci:
,Optical chemical sensors”, Springer (2006)



, - . _Ufe
Reflexni fluorescencni senzor kysliku a~~

glukozy
LED light
Main unit > source
Communication
A/D,
< > PMT Bifurcated fibre
Detector

:[:RS
Sensor
probe

ol

Lens coated by sensing
film

‘PC

Kyslik — zhaseni fluorescence Ru komplexu

Glukoza — detekce kysliku v enzymatické reakci



Senzorova hlava a detekc¢ni misto

Mereni doby zivota fluorescence Ru komplexu zhasené O,

e o o a e aa a et et et ot o o oV T V  V Y



Doba zivota [us]

Casova odezva ke kysliku a glukoze
Dvée ORMOCR(R)ové membrany

l Srovnani dvou elementu

/ /™
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Mereni doby zivota fluorescence Ru komplexu



ufe
Senzor pro detekci bilirubinu v zaludku ~*

yellow/IR LED

photodetector % photodetector
[ | 590 nm filter IR filter | |
v
{ 200/230 pm fibres 200/230 um fibres
4 >

200/230 pm

600 pm fibre fibres

to the probe

. : . A

" 4

- ,.‘ RETTLLLLLL)
- ¢
. f ) ".‘-A.i; ¢

¥
» -
.

Viz: F. Baldini et al., Current Analytical Chemistry, 2008, 4, 378-390
(i pro detekci oxidu uhli€¢itého v zaludku)



Senzor bilirubinu s

3.':} oy pH

— — 6.93
AN — =576

2,6 -

400 500 600 700 800
wavelength {nm)

Pomer absorbanci A — 470 (meéreni) a 590 nm (reference)



Senzor kysliku pro farmacii -

A¢ o
‘ Excitation Emnssuo‘n - _4 -

Modulace faze vystupniho
signalu z fluorescencniho Detek€ni sondy
-

senzoru kysliku

WWW.oceanoptics.com

Detekce kysliku a pH i u rostlin



Dal$i moznosti zvyseni citlivosti  Ufe
evanescentnich senzoru

Porovnani dvou vedenych vin, jedné referencni a druhé
s konstantou sifreni zménénou interakci s analytem =
Interferometrické senzory

Resultant /‘\ /\ /\ /\

e f \/r‘ Vf‘*-vﬁvﬁv a
Wave 1 ; Vi \_, kqu f,{‘” < >< >ﬁ :j{ } i
Wave 2 /f \VARVARV ARV \VARVARV,

Constructive interference Destructive interference

Podminka: stejna polarizace obou interferujicich vin
Zdroje: lasery, LD, LED

Vysoka citlivost An~10° RIU



http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=File:Interference_of_two_waves.svg&page=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=File:Interference_of_two_waves.svg&page=1

Interferencni senzory Llife
Planarni vinovod: Mach-Zehnder

Y-junction

Input \
/ Sensmg area

\ /Y junction

Output

Reference arm

1(r)=1+1 +2 |S|rcos(Aneﬁ(r)27”Lj

Interference svétla ze senzorového ramene s a
referencniho ramene r zpusobi fazovou modulaci
vystupniho signalu, ktera je funkci zmeén indexu lomu.

Pr.. Imunosenzor pro detekci lidskeho hormonu (chorionic

gonadotropin) v koncentracich 50 pM
X. Fan et al., Anal. Chimica Acta 620 (2008) 8-26



Sensing arm 20—
= _ Agp, =325 2nrad
L L 7 F -
- / i = 1.5
Sensing arca ——p- 5
= 1.0+
N
g =

Si3N4 jé.drO (n:2) na " 0 5 10 15 20 25 30 's[ 4'0'4'5_
Si0, (n=1.457) i |
Kovalentni vazba DNA na jadro

s 2 - vinovodu z 5 nM roztoku (dalsi
Eis | krok 45 nM roztok)
0 T~ Detekce komplementarni
S B DNA ze 100 nM roztoku
0.5

S R I SR Limit detekce 300 pM

Time (min)

. Sapulveda et al., J. Optics A: Pure Appl. Opt. 8, S561-S566 (2006)



Interferenéni senzory na vlaknech  Uf€

Two beam interferometer:

LD 2x2 Coupler
» Michelson interferometer | | ; i g

Detector

» Mach-Zehnder interferometer LD Euupleri rﬂuupler[)cmcmr

Multi-beam interferometer

» Fabry-Perot interferometer LD 2x2 Coupler N

wasl

Detector

Byeong Ha Lee et al., Sensors 12, 2467-2486 (2012)



ufe

AN

Dalsi pristupy pro zvyseni citlivosti
evanescentnich senzoru

Zvyseni intenzity evanescentniho pole na rozhrani
jadro/plast’ nanesenim vhodnych materialu do plasté
- SPR senzory (An ~ 10~ - 10" RIU)

- Multivrstvé vinovody - rezonan€ni zrcadla



Senzory s povrchovymi plazmony Uufe
(Surface Plasmon - SP)

evanescent
wave

solution

prigm

plasmon

solution

metal film
slide

Evanescentni vina narozhrani hranol/roztok excituje SP
SP& energeticka zména volnych elektronu —
elektronova plasma na urovni asi 10 eV (> ~124 nm)

Intenzivni evanescentni pole SP zasahuje do roztoku



Senzory s povrchovymi plasmony HIQ
(SPR senzory)

@ @ Propagation constant:

@_ SURFACE
PLASMON

©
(el |
=
(2]
+—
>
o
+—
>
@)

Field extent:

@ Propagation length:
@ e?/ Adjustable parameter

A propagating surface plasmon at
a metal-dielectric interface. PSP

Pri vhodné hodnoté adjustabilniho parametru svétla
dopadajiciho na kovovou vrstvu dojde k preskoku
volnych elektronll v kovu na vyssi energetickou hladinu,
coz je spojeno s pohlcenim svétla a snizenim vystupniho
sighalu senzoru (SPR rezonance)




SPR senzory - obecne o

Ctyii hlavni prvky
1. Zdroj svétla s moznosti nastavit polarizaci, vinovou
délku, uhel dopadu, intenzitu, tvar svazku. Pouze p

(TM) polarizované svetlo excituje povrchovy
plasmon (SP).

2. Navazovaci prvek pro navazani svetla do kovové
vrstvy pro excitaci volnych elektronu (opticky
hranol, mrizka)

3. Tenka vrstva kovu (Au, Ag, Al, Cu, Pd, Pt, Ni, Co,
Cr, W) nebo polovodice (Si), s tloustkou asi 50 nm,
kde muze svétlo excitovat SP.

Vrstva musi mit zapornou realnou cast dielektrické
permitivity s velikosti mnohem vetsi nez imaginarni
cast.

4. Detektor svetla




SPR senzory — zpusoby excitace XX
it

I. Angular spectroscopy

Photodiod

¢ array
*
\ /' ‘\"

n n+An

Reflectivity

Prism coupler \W{:idence
SPR-active o Aar =~ An
metal
Sample B _§.P/ Ao, — posun SPR
k. = zin sinf = Re{[}}
FIXED WAVELENGTH! - A7

Nastavi se uhel dopadajiciho svéetelného svazku a
detekuje se odrazené svétio od povrchu kovu.
Konstantni vinova délka A. Poloha SPR rezonance

zavisi na uhlu aindexu lomu vzorku n.



=
=
>
=
T}
2]
=
Q
o

N

Wavelength [nm]

SPR-active
metal

Sample B sp
2z :
k.=—n_sinf = Re{f}
FIXED ANGLE OF INCIDENCE! A

Nastavi se vinova délka dopadajiciho svétla a detekuje
se odrazené svétlo od povrchu kovu. Konstantni uhel
dopadu. Poloha SPR rezonance zavisi na vinove délce

aindexu lomu vzorku n.



SPR senzory — zpusoby excitace XX

lll. Diffraction grating

@12 —
Detector g 1o \ \ ﬁ
Collimated % 0s) \ Y/
beam of P 3 3 Vo
polychromatic R 2 s \ A
light - R g \ [ \/
',:.\\’ = , maV V
}; " T sicwa \fl;lne ngtalfnlnm]er!:I 850 8@
Surface
plasmon 1st diffraction
\ order * Low-cost (ho spectrometer)
b * Compact
* Chips compatible with mass
production

SPRCD: principle of operation.

Na kovove vrstve se vytvori difrakéni mrizka, na niz dojde k
difrakci vstupniho kolimovaného polychromatického
svazku. Difrakce 2. radu excituje SP, 1. rad se odrazia v
zavislosti na vinové délce dopadne na detektor.

M. Piliarik, M.Vala, I. Tichy, J. Homola, Biosens. Bioelectr.24 (2009), 3430-3435 .



SPR senzory — zpusoby excitace XX

IV. Amplitude modulation

Broadband
light beam

AR

Reflectivity

Prism coupler

Al

B ——

SPR-active Wavelength [nm]

metal

Meri se zména intenzity odrazeného svétla v zavislosti
na vinové délce pro konstantni uhel dopadu. Pak se
pro urcitou vinovou délku odecte AR. Plati:

AR = KAN



SPR senzory — zpusoby excitace ufe

SPR Imaging 0000 ©® :.sﬂu
. 0 mm
L — 30 nm FWHM
Parallel 2D array 60}~ i
monochromatic ) detector r'-'""'l |"f"""
beam Polarizer

Coupling
Prism

CCO Pikal Intansity
&
T
1

Array of sensing b o0& n 1
spots

Gold-coated

sensor surface 830 nm In Situ

E. Fu, et al., Rev. Scient. Instr. 75,
2300 - 2304 (2004).

Pokryti Au, vrstvami Al,O; a Ti
zvyseni citlivosti,

M. Piliarik, H. Vaisocherova, J. Homola,
Sens. Act. B, 121. 187 (2007).




SPR senzory s vice kanaly pro Ufe
detekcl - reference

Polychromatic
radiation

Light Intensity

Sample 3
SP1 SP 2 I nnnnflnnnnllnnnonllonnnllonnollonos
600 650 700 750 800 850 900 950

Channel A Channel B
Wavelength [nm]

Dva paralelni detekéni kanaly (A-1 a B-2), oddélené
excitované umoznuji do jednoho kanalu zaveést referencni

vzorek (vinovodné-spektroskopické usporadani)



SPR biosenzor na D-vliaknu RAR

Surface
plasmon

. Sample
metal oxide

Owerlayer—._
waveguide Gold film—
Single-mode
optical fi
Cladding
Cora—s Silica block
Fiber mode
metal oxide

b waveguld 100
(b) . _.fiber core I
¥ = #= o5t
: opoxy 2 oof
glue -
s 85
& r
= [
fiber ; 80
cladding = :
= V5f
fused quartz block 2 :
70 F

PO 78D 780 800 810 820 B30 840 850 880 ATO
Wavelength [nm]

R. Slavik et al., Novel spectral fiber optic sensor based on surface
plasmon resonance, Sens. Actuators B74, 106-111 (2001)



. o ufe
SPR vlaknovy biosensor ARA
SM vlakno zbrousené do D tvaru, pokryté zlatou vrstvou
tloustky asi 30 nm; antigen k IgG zachycen na vlakné spolu s
dextranem pomoci glutaraldehydu , detekce 1gG v roztoku
pufru (PBS) a BSA.

35

a
=

- Kalibrace

- _.-'.
= .-
- -

o
wn

1.5 [
1.0 F

0.5

SPR wavelength shift [nm]

0.1 1 10
lgG concentration [ gimi]

PBS — Phosphate Buffered Saline (pH=7,4), BSA-Bovine Serum Albumine



Lokalizované plazmony A3

I. Nanoparticles

CHARACTERISTICS OF LSP:

Il. Arrays of nanoobjects

SEM image: Gold nanorods ' Nanopyramid array 2 Nanohole array *

Umoznuji detekci v mensich rozmeérech porovnatelnych s
rozméry proteinu
J. N. Anker et al., J. Phys. Chem.C 113, 5891-5894 (2009).



SPR senzory prakticka
Instrumentace

Sensors based on angular
spectroscopy of surface
plasmons: BlAcore S51 (left),
BlAcore 3000 (middle), Spreeta
sensor, Tl (right) .

- Costly (over 300kEUR)

- Bulky (80 kg)

- Requires trained personnel
- Designed for use in the lab

Applications: biomolecular interaction analysis



SPR senzory laboratorni ufe
instrumentace — UFE AV CR

= Spectroscopy of surfa-
ce plasmons.

" Four sensing channels,
(flow chamber volume
0.5 pL per channel)

" Temp. stabilization
(stability < 0.02°C)

<2x107RIU Four-channel SPR sensor
| T | and (top) and detail of an

1.32-1.45RIU | SPRchip (right).




SPR senzory prakticka ufe
Instrumentace — UFE AV CR
vyuziva excitaci mrizkou

INSTRUMENT SIZE: 15 x 15 x 12 cm3

OPERATING RANGE:
1.33-1.35RIU

M. Piliarik, M.Vala, I. Tichy, J. Homola, Biosens. Bioelectr. 24, 3430-3435 (2009).



SPR senzory laboratorni ufe
Instrumentace — UFE AV CR

Zobrazovaci senzor

Imaging optics Coupling prism and flow-cell

TYPICAL PERFORMANCE:
RIRESOLUTION:

SPOT SIZE:

NUMBER OF SENSING
CHANNELS:

Laboratory prototype of an SPR imaging system.

M. Piliarik, M. Bockova, J. Homola, Biosens. Bioelectr. 26, 1656-1661 (2010).



SPR senzory — Vyuziti ufe
Kinetika intermolekularnich interakci

v Zvdvg)
XY e 'fj Yq Analy Complex
AER%T 'y

d

Ligand ‘_k—4
} E } } g

Binding . Dissociation

Surface concentration
of complexes B:

B ok C(R.-B)-k,B

oy T

Association Dissociatior
rate rate

Sensor response

Typical SPR sensor response to (different

stages of) molecular interaction occurring Ligand )
at the sensor surface. concentration



SPR senzory — Vyuziti Ufe

Detekce chemickych latek-herbicidu

l. INCUBATION
121 — 0ng/ml, 0.1 ng/ml, — 1 ng/ml,
Antibody J, | —— 10 ng/mi, — 100 ng/ml
Analyte 't‘ g OF
ha )
y ,\ '-g- %
Il. DETECTION OF FREE ANTIBODY E
=
<

L ]
BSA-EDC \ 4 j o / |
conjugate - Q.
%Tﬁ%{}ﬁf? Detection of atrazine using
inhibition assay. Kinetic response

Gold | .
sﬂhst?zg to unreacted antibody.

Inhibition assay detection format. @ EDC- carboxyl-reactive carbodiimide crosslinker

Detekce latek narusujici system zlaz s vnitrni sekreci



r —

SPR senzory — Vyuziti ufe
Detekce chemickych latek

1.0- —r
3 08-
&
S 0.6-
> ATR-70 pg/ml
1h)
E 0.4- BaP - 50 pg/ml
& | m atrazine \\
0.24 4 benzo[a]pyrene e . > 4NP - 260 pg/ml
| ® 4-nonylphenol N
0.0 P 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 2,4-D-160 pglml

I 1 | | |
10° 10° 10" 10" 10" 10 J. Dostalek, et al., Anal. and Bioanal.

. 1 Chemistry 389, 1841-1847 (2007).
Analyte concentration [ng mL]

Calibration curves for detection of atrazine (ATR), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(24D), 4-nonylphenol (4NP) and benzo[a]pyrene (BaP).



Specialni detekcni vinovody
Rezonancni zrcadla

solution

prism

Normalized Output Intensity

' Low-index

High-index
layer

Sestava

layer
Air gap
1.0 ~ =
B 1l
N\ II' (|
"'.I | Ii [l
|II '
|
0.5+ |
[
|
|
Air thickness: 1 pm
Air thickness: 500 nm
00k Air thickness: 200 nm
| L |
30 35 40

Resonance Angle (deg)

1f

AN

PM




ufe

Rezonanc¢ni zrcadla — detekce DNA  XRx

1.0

— After incubation with 50 uM of DNA
I After incubation with 25 uM of target cDNA
—— After incubation with 50 uM of target cDNA
e
L 09 =~
= »
g
=
-
=3
= 08}
O
O
@
N
E 07 4
= s
; y
S A -
p=d
06 L . 1 . L . L 1
455 46.0 46.5 470 A7 5

Resonance angle (deg)

E.DeTomassi, Sensors 8
(2008) 6549-6556

WWW.Nneosensors.com

AO (deg)

RM — porézni silikon
Spodni vrstva ~ 2,5 um,
n=1,38; horni vrstva ~
2,5 um, n=1,75-
pripraveno leptanim Si
pomoci HF

18[
16
14L
121
10k
o8l kalibrace
06
0.4
02|
00

0 10 20 30 40 50
Target Concentration (ph)



ufe

Optické mrizky AR

INPUT SIGNAL
Light -
Intensi /B
A ty -—
— Al
(a)
> 'y [
Wavelength (nm) T T
S

}'\.B

(b)

TRANSMITED SIGNAL

Light

Intensity
A

V/’““ .

Wavelength (nm)

(a) Braggovskeé mrizky (FBG) Ag =2n_zAg (Ag << A)

(b) Mrizky s dlouhou periodou — ,Long Period Gratings (LPG)"
Ape =(Nco = Ne™ )ALpe (periOda StOka Hm)



Mrizky L
« FBGs - zapsané UV lasery do vinovodu
sycenych vodikem
Citlivé k detekovanym veliCinam pusobicim na
jadro - teplota, napeti
» LPGs zapisovaneé CO, laserem
Citlivé i k veli€inam pusobicim na obal i jadro -
teplota, napeti, chemicka detekce

K.O. Hill,Gerald Meltz, J. Lightwave Technol. 15, 1263-1276, 1997
J. Canning, J. Sensors 2009, Article ID 871580, 17 stran - vlakna
l. J. G. Sparrow, J. Sensors 2009, Article ID 607647, 12 stran - planarni



LPGs priprava

CO, laser

Pri prechodu
svazku pres
vilakno jeho ohrev
vyvola zmenu
mechanickeho
napeti a tim i
Zmenu indexu
lomu ve viakne




O « SM vlakno, mrizka
O SN Nk,
L i A=161 um
« Chemicka uprava

" povrchu vidkna
\o*'\/\/\/\g:\

lllll thyl sub dat
NH
—O—SIVNJJ\/\/\/\H,O\
H NH
HoN



>

Transmission (dB)

L PG mrizka-Biosenzor AnA

1 uM ssDNA (5-GCACAGTCAGTCGCC-NH2-3) in PBS buffer

A.V. Hine et al., Biochem. Soc. Trans. (2009) 37, 445-449

0- - B 159275
° o
P o ® .
2 1592.50 4 o ®
-5 - S’ P
£ P i
F
© 1592.25 - o
0 3 -
104 o
= .
— Begin 1592004 o
~—— End .
'15 4 T ) T T T 1 4 13 L 4 T
1550 1575 1600 1625 0 10 20 30 40 50 60
Wavelength (nm) Time (min)



Refractive index

1.459

UFE - LPGs v IGI vlaknech

1.458 —
1.457 —
1.456 —
1.455 —
1.454 —
1.453 —
1.452 —
1.451 —

1.450

9 azimuthal sections

Radius [mm]

Refractive index

1,490

1,485

1,480

1,475

1,470

1,465

1,460

1,455

Core

Graded-index

cladding
\

Uniform
cladding

\

T z T z T z T z T z T z T
-30 -20 -10 0 10 20 30

Distance from fiber center [um]

SM jadro a Gl plast dovoluji pfipravit LPGs citlivé ke
zmeénam teploty, mech. napéti a necitlivé ke zménam
vhejSiho indexu lomu — LPGs ve standardnich vlidaknech

jsou citlivé ke vSem vnéjSim zménam
F. Todorov et al., Sensor Lett. 7, 979-983 (2009)



Output power density (dBm/nm)

-54

-56

-58

-60

-62

Citlivost LPGs k teplote

| Temperature (°C)

—23.9

- — 26.7
B 30.7
[ — 345
38.5

—43.2

1480 1500

A;=500 pm; Citlivost 0,5 nm/°C

1520
Wavelength (nm)

1540

1560

Wavelength [nm]

1535 ~ ) .
| ./.
./
1530 + o -
./
] e
1525 _e— s
4 ./.
1520 + a
] A" A
AhAA
1515 A .AAAAA‘ .
] A
A
1510 - adl i
o A/
1505 -
] —e— bare LPG
1500 ~ —A— PG coated, cured
1495 < —
1490 + —
T T T T T T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50

Temperature [°C]

55



\ L6 4

Braggovské mrizky pro biosenzory

(B A
=

I E TR

FBG sensor

Pro chemické senzory a biosenzory je nutné odleptat
plast’ a otevrit pristup k evanescentnimu poli v
oblasti FBG. Pouzito napr. pro detekci DNA (uM). X.
Fan et al., Anal. Chimica Acta 620 (2008) 8-26



Kombinace Braggovskych mrizeka A~x
mrizek s dlouhou periodou

Peltres cells) A2 16 0B ranamianon e \ /
" A ) 246 om ong & J
wi X | by cugde A4 6.5 men FYWHM \;
e A RT1 :
‘ "s)o 1535 1540 1545 1550 1555 1500 1565 1570 1575 15
- ~ Wavelenght (rem)
L5 ' & i3
-® p— kA ARttt s i ie B—
5 te)
AL

Mrizky vytvorené v jednom viakné (Fibercore PS1250/1500)

LPG citliva k napéti, teplote, indexu lomu; FBG citliva k
napéti a teplote.

F. Baldini et al., Proc. SPIE Vol. 7941, 7941- 40 (2011)



Miniaturizace optickych

senzoru

Nove otazky
- Detekce v malych objemech vzorku (ul)

- In situ detekce v zivocCisnych nebo rostlinnych
bunkach (rozmery ~1-100 ym)



Optické Mikrosenzory

- Kénicka vlakna — vlaknoveé-opticke tapery

- Optické nanocastice — PEBBLE - ,probes
encapsulated by biologically localized embedding”;

- Mikrorezonatory s mody septajici galerie-
s Whispering gallery mode (WGM) microresonators”



ufe
Konicky zuzena vilakna -tapery

(B) (D)

Umoznuji zmensit prumér viakna a reflexni uhel na
rozhrani a tedy zvysit detekéni citlivost.

Pripravuji se bud’ se dvéma konusy (B) —’biconical”
nebo s jednim jako viaknoveé spicky (D)- “fiber tips”



- by o ra .. Ufe
Konicky zuzena vlakna - princip =~

Konus

Umoznuji zmensit polomeér jadra a a reflexni tUhel @ na
rozhrani jadro-plast’ a tedy zvysit vykon prenaseny v
evanescentnim poli a detekcni citlivost.



Senzory na vlaknove-optickych ufe
spickach
Optické vlakno protazené do Spicky, ktera je modifikovana
vrstvou s opticko-chemickym prevodnikem.

e c e
Taper @ Cell Srap—

. .

Opticke prvky citlivé k drasliku pro detekci v
bunkach myssich vajicek-"oocyte” (100um)
S.M. Buck et al. , Talanta 63 (2004) 41



ufe

AN

Senzory na vlaknovych spickach

-R. Kopelman et al. (USA)
E. J. Park et al., J. Mater. Chem. 15 (2005) 2913 — detekce kysliku
M.R. Shortreed et al., Sens. Actuators B 38-39 (1997) 8 — detekce K

-T. Vo-Dingh et al., (USA)

T. Vo-Dingh et al., J. Nanoparticle Research 2 (2000) 17-
B.M. Cullum et al., Tibtech September 18 (2000) 388-review
T. Vo-Dinh et al., Anal Bioanal Chem 382 (2005) 918 -review

B. M. Cullum et al., Analytical Biochemistry 277 (2000) 25— benzo[a]pyrene
tetrol in v rakovinnych bunkach

Optické senzory
O.S. Wolfbeis, J. Mater. Chem. 15 (2005) 2657- fluorescencni senzory



Priprava konickych spicek- termicky ,I;I,[Q

|

1?5 pm Vychozi kfemenné viakno
Heating
_ | ., — Prodlouzeni a zuzeni vlakna pfri
o jeho zahfati hofakem nebo CO,
——
laserem

Pokryti kovovou nebo keramickou ochrannou vrstvou

Presné uriznuti

T. Martan et al., Proc. SPIE 7138 (2008), Article 71380Z DOIl:
10.1117/12.818000



Taperovaci system UFE o

pripravovaneé rizenym prodlouzenim a
zuzenim kremennych optickych viaken

Zahrivani horakem

Prodluzovani vlakna
Fizeno PC

ITO nebo Al pokryvy
pripravené naprasenim

T. Martan et al., Proc. SPIE 7138
(2008), Article 713802 DOI:
10.1117/12.818000




ufe

Priprava konickych spicek - leptani AN

HF

Ponorenim kfremenného viakna

do roztoku kyseliny
fluorovodikoveé a jeho pomalym
vytahovanim konstantni

rychlosti

N. Nath et al., J. Anal. Toxicology 23 (1999) 460-467



Prameér spicky 50 nm
B. Cullum et al., Tibtech September 18 (2000) 388-review
E. J. Park et al., J. Mater. Chem. 15 (2005) 2913 - detekce O,



Naneseni detekcni vrstvy - ARA
fotopolymerizace

Roztok monomeru
sitovatelného UV zarenim
(akrylaty)

Ar laser

W. Tan et al., Sens. Actuators B28
(1995) 157 - pH

s




Senzory na vlaknoveé-optickych épiékécu,f.g
meéreni
Invertovany fluorescencni mikroskop

B

HeCd Laser

Incubator
Nanosensor \4

ST EAE Cell \
HP universal !

counter

=

Data acquisition PC

PMT

HP power supply Nikon inverted
fluorescence microscope

T. Vo-Dinh et al., Anal Bioanal Chem 382 (2005) 918



Senzory na vlaknoveé-optickych o=
spickach - priklad

I
9000 < |

8000 —

Sensor Response (a.u.)

EJ ¥ I
- 0.00 0.02 o4 006 003 A0 o2 014 .16
6000 & Concentration (mk)

Concentration (ni)

B. M. Cullum et al., Analytical Biochemistry 277 (2000) 25 — Fluorescence
benzo[a]pyrene tetrol v bunce z krysich jater — protilatka pro BPT



. ) .. .. . Uufe
Pristup UFE — Reflexni usporadani ~**

A) Y-coupler « .
Excitation
Sample —__ Excitation
+ emission

B) Straigth probe

| External excitation

Excitation
T ——— ool
+ emission
Sample
C) V-taper

y «— Excitation

Excitation
+ emission




Tapery - Priklady

Taper pokryty ITO a vychozi viakno Taper pokryty Al

Taper pokryty ITO s priimérem Spicky 2 ym




Detekéni membrany na $picce taperu Uufe
sol-gel metoda, detekce pH

Xerogely s fluorecencnimi pH indikatory BCECF or HPTS

HPTS= 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium
salt (Ag . =430 Nm, A, = 480 nm)
BCECF=2’,7’-Bis(2-carbonylethyl)-5(6)-carboxyfluorescein
(Aldrich 14560) (A, =473 nm, A, = 540 nm)

Xerogelové membrany
— TEOS, HCI, R,=2, BCECF

— Propyltriethoxysilane +
(3-glycidoxy)trimethoxysilane, HCI, R,,=2, HPTS,
Ru phenantroline chloride

Gelove vrstvy suseny pri 70 °C, 24 h




Lfe

Detek€ni vrstvy — Priprava AAR

Namaceni

Taper

Gel

Z kapky v kapilare




ufe

V Taper A
Excitation
Buffer Sample Bt
H holder Micropositioning N
28 >
\ Spectrometer
InverS|on Taper
microscope  pH transducer

V taper umoznuje dobrou excitaci fluorescence ve
vrstvicce na spicce taperu.



Output power (A.U.)

300 .
wavelength: /

1—m— ()nm complex HPTS -

250

200

150

100

V-Taper

1=0.15 mol-I"*

—eo— ()nm Ru dye e

—n
_u
| )
— g— " m

Ratio of output power 620/540nm

2.0

1.8

1 1=0.15 mol ™

m  Fluorescence signals 620/540 nm
Fit of the data

Referenc¢ni metoda
meéreni fluorescence
Indikatoru BCECF

Imobilizovan Ru
komplex necitlivy na
pH

10



Detekce pH v exudatech z listu ue

Kapky na | Exudat Exudat
Spicce listu |ziskany po |ziskany po
odriznuti odfiznuti listu v

SpiCky listu |jeho zakladné

Stredni 5.0 5.6 5.5
St. odchylka 0.3 0.3 0.1
Elektrochem. 5.4 5.4 6.0

Zadny gradient pH nebyl v rdmci statistickych chyb prokazan
l. Kasik et al., Anal. Bioanl. Chem. 398 (2010) 1883-1889



Mereni v bunkach tabaku -




PEBBLES

,Probes Encapsulated By Biologically
Localised Environment“ = nanocastice
(50-100 nm) obsahujici merici a referencni
fluorescencni prevodniky v inertni matrici

Taper

Cell

Laser

PEBBLE
Cell

Microscope




PEBBLE - PRIPRAVA AR

Nanocastice 20-100 nm obsahujici prevodniky jsou
pripravovany emulznimi technikami na zaklade :

* Polymert
» Organicky modifikovanych silikatu
* Alkoxidti -TEOS

W.Tang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 369 (2008) 579 - polymery

X. Hun et al., Microchim Acta 159 (2007) 255, TEOS



Implementace PEBBLE do bunky Lis
il

Q Rupture PEBBLEs
Disk q ‘
Carrier 522
: Disk
PEBBLEs ’\L i/ Holder Injection

Pipet Mouse Pipet
E 3 Petrl Dish Oocyte
with Cells
(A) (B)
\ * PEBBLES
-%I% PEBBLEs

9

A) Genove délo, B) Injektovani, C) Liposomalni prenos, D) Fagocytosa

S.M. Buck et al., Talanta 63 (2004) 41



MéFeni s PEBBLES e

1. Konfokalni mikroskop
2. Invertovany fluorescencni mikroskop

700 ———r—r——————————

s | = - autofluorescence pl'_l pebble ;
, e a 'from cell 'hotspot’ in cell,
Cytoplasm o 600 ]

) +—
e
» o £ @ 500 | A
'\ Q -
: \ c
m -
o 400 |- ]
2 [
e
D -
E 300
L L
2CHJ|: SRR
500 550 600 650 700

Wavelength (nm)

H.A. Clark et al., Sensors and Actuators B 51 (1998) 12 - pH, Ca, Mg,
K, kyslik



WGM MIKROREZONATORY &=

WGM=,Whispering Gallery Mode" (mody Septajici galerie)

Polar mode field (1* even) Radial mode field (fundamental)

Sphere equator

Svétlo navazané do mikrokulicky obiha kolem rozhrani
kulicka/okoli ve formé WGMs. Dochazi k tplnému odrazu
paprsku na rozhrani.
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WGM — Rezonanc€ni spektra

14 4
12

10 -

Output Voltage [mV]
@

Az=1nm

Out of contact

In contact

-80

-60

-40
Time [ms]

-20

Velmi uzkeé rezonancni pasy — polosirky pm

20



WGM — Rezonancni spektra ufe

Sifka rezonan&nich pasu je charakterizovana faktorem
kvality Q ~NAA

U mikrokulicek Q udava, kolikrat paprsek obéhne
kolem rozhrani nez je jeho energie pohlcena .

Q~103-10°
Kuliéka primeér 200 um: L~0.6 m -6 10° m

Poloha rezonancénich pasu se méni se zménami
indexu lomu okoli — detekce indexu lomu s presnosti
108 RIU.

WGMs pronikaji jen malo do okoli (50-100 nm)



WGM Senzory

Photodetector,
records intensity

1311.012 1311.016
Wavelength (nm)

(nm) &

r

YYyYyyY

Shift AL

YYYY

Laser, tunes
wavelength :

Time

Zmeény polohy WGM rezonanci s koncentraci analytl a asem



WGM Senzory - pouziti A

Single molecule

%

Cell <N YWY Protein

m

Al m
i

Virus Z’\:\ﬁ

WGM
Mass
spectrometry

= Membrane

DNA

F. Vollmer, S. Arnold, Nature Methods 5, 591-596 (2009)



Typy WGM mikrorezonatoru

Sphere Cylinder

& =

Ring ordisk Toroid

Nejvyssi Q bylo dosazeno s mikrokuliCkami
(pruméry 10-500 nm)



Navazani svetla do WGM

(a) Prism Coupler (b) Fiber Half-Block

(c) Tapered Fiber (d) Hybnd Fiber-Prism

Tésny kontakt (~ 10 nm) mikroresonatoru a
excitacniho prvku



WGM Imunosenzory

Nutné upravit povrch pro zachyceni proteinu
silanizaci nebo pouzitim polymeru

3-Aminopropyltriethoxysilane
F. Vollmer et al., Appl. Phys. Lett. 80 (2002) 4057 — detekce proteinu

3-Mercaptopropyltrimethoxysilane

N. Hanumegowda et al., Sensor Lett. 3 (2005) 315 — sensor proteazy
Polymerni vrstva - Eudragit® L100 (Degussa, n = 1.39)
anionicky kopolymer kys. metacrylové a metylmetakrylatu
S. Soria et al., Opt. Express 17, 14694-14699 (2009)




(A)

WGM Imunosenzor

L
=
I

$ou
=
]

Silanization

Lad
=
T T

Rinsing

]
=

=

WGM spectral shift (pm)

=

0 1 000 2000 O 1000

N. Hanumegowda et

(B)

Time (s)

AN
- 50
'
Trypsin || 40
BSA 130
O | -
- 20
Rinsing |
= 10
h 4
1 1 1 = {I
2000 000
1.0
0l 30
u

al.,

Sensor Lett. 3 (2005) 315

[g>)
L
T

— — [
[=] L¥ ] [==]
T T T T T T

WGM spectral shift (—84) (pm)

tn
T

I[E-8 1E-7

prrwnl v
lE-6 1
Trypsin concentration (mg/ml)

0.1

0.8

(.6

0.4

wid 0.0

Normalized WGM spectral shift



WGM mikroresonatory- UFE ~=
LD M-Rezonator PD2
o
Pohled —fr Pohled ze
@ strany

shora

Taper diametr < 5ym

Excitace
cervenym
laserem pro
visualizaci




Testy citlivosti

Mikrokulicky byly ponoreny do acetonu (l), vyjmuty a
rezonancni spektra byla zmérena pred a po ponoreni

Microsphere K1




Rl detekce — ,,Label Free*
Imunosenzory

Typ senzoru

LD

Mikrokuli¢ka 107 RIU - roztok
1 pg/mm? - DNA
LPG ve vlakné 104 RIU — roztok
4 pg/mm? - DNA
SPR 10 - 108 RIU — roztok

10 pg/mm?

Interferometr (Mach
Zehnder)

10-'RIU - roztok
20 pg/mm? - protein

Resonancni zrcadlo

0,1 pg/mm? - protein

X. Fan et al., Analytica Chimica Acta 620 (2008) 8-26



Priklady optickych senzoru pro farmacii HE

-Sledovani tvrzeni laminatu (optické viakno — zména RI)

-Detekce rozpoustedel ve vode — chlorovane uhlovodiky
(FTIR, AgIBr viakna. Stredni IC oblast)

-Homogenita prasku (spektralni posun pfri suchém miseni)
-Analyza proteinti a enzymu (FTIR, AgIBr viakna)
-Kontrola kvality pripravy tablet (kfemenna opticka viakna)

-Osobni dosimetr benzenu (opticke viakno s detekcni
membranou)

- Sledov8n9 fermentor; (kyslik, CO, )

E.D.S. Kerslake et al., Adv. Drug Delivery Rev. 21 (1996) 205-213
D. Meadows, Adv. Drug Delivery Rev. 21 (1996) 179-189



ufe
Priklady senzora pro farmacii ™

Analyt Metoda Usporadani/odkaz

Propranol Fluorescence adsorbovaného Spektrometr, pratocna
(vysoky tlak) | analytu (Amberlite XAD-7), excitace | kyveta/[1]
300 nm, emise 338 nm

Aspirin pH fluorescencni indikator s Spektrometr, folie/[2]
lipofylnim nosi¢em salicilatu v PVC
folii, excitace 550 nm, emise 640 nm

Digoxin, Immunosensory Afinitni biosensory,
Oxytocin aj. fluorescencni
biosenzory/[3]

[1] J.F. Fernandez-Sanchez, J. Pharm. Biomed. Anal.ysis, 31 (2003) 859-865
[2] H. He et al., Fresenius J. Anal. Chem. 343 (1992) 313-318

[3] ILA. Darwish, J. Biomed. Sci. 2 (2006) 217-235




Priklady komerénich senzoru

AN
Senzor Vyrobce WWW
chemicky
pH GeoCenters
pH, O, Presens presens.de
CO, Yellow Springs ysi.com
pH, O, OceanOptics oceanoptics.com
O, SMSI s4ms.com
O, Photosense photosense.com
medicinalni
pH, CO,, O, CDI (3M) terumo.com
AN Cecchi medtronic.com
O, Abbott abbott.com
O, Optex Biomedical, Inc. Alacrastore.com

CR: SAFIBRA s.r.o — Riéany u Prahy, SQS a.s. — Novéa Paka.



Nové smery v optickych senzorech ufe

-Senzory s fotonickymi krystaly

-Zobrazovaci (imaging senzory), senzorova
pole

-,Cantilever” senzory



PC=struktury u nichz se dielektricka konstanta
periodicky meéni v jednom (1D) az trech (3D) smeérech.
Svétlo dopadajici na strukturu se odrazi od kazdé
hranice a odrazené viny pri vhodnych podminkach
spolu interferuji a nejsou vedeny strukturou

mA = 2neff d Fotonicky zakazany pas



. /7
Fotonické krystaly 3D AR
70 . Rttt
60-. —— Reflection
50 - i
_.l\. :\:40-‘,’_’—
\H—/) :: _—
o -
20 -
10 |
0 v T " T " T "
I S S T T

Wavelength (nm)

Polystyrenové kulicky 280 nm samoorganizujici se v
koloidni suspenzi

Poloha transmisniho dipu zavisi na indexu lomu
R.V. Nair, R. Vijaya, Progress in Quantum Electronics 34 (2010) 89-134



Fotonickeé vinovody se ufe
vzduchovymi derami v plasti

Substrate: S10,, ng = 1.44

Vedou svétlo v dusledku uplného odrazu svétla na
plasti s nizSim indexem lomu (mikrostrukturni viakna)
+ Braggovskeho odrazu na periodické strukture. Pro
druhy zpusob se do jadra zavadi porucha ve
strukture. Ta zpusobi narusSeni zakazaného pasu




Centralni porucha struktury vytvori transmisi v
oblasti fotonického zakadzaného pasu, ktera je
citliva na zménu optickych vilastnosti v poruse
(kavita, vzduchova dira). Toho se vyuzije v
senzorech



Fotonické krystaly - senzory @ ~a<

Detekce glukosy na 3D
krystalech pripravenych 50

kopolimerizaci 3- b [rMTARShRpnd
acrylamidophenylboronic ~ * [ [in o™

acid (APBA)

az-

Reflection (%)

hydroxyethylmethacrylate
(HEMA) v porech mezi
polystyrenovymi
kulickami. Méreni reflexe v .
dusledku zmén 500 600 700 800
vzdalenosti v mfizce Wakwishgihira)

Posun reflexniho pasu od modré do Cervené
R.V. Nair, R. Vijaya : Progress in Quantum Electronics 34 (2010) 89-134




o ufe
Fotonické krystaly - senzory

Stény vzduchovych dér viaken fotonickych krystalt
mohou byt modifikovany Au nebo Ag nanocasticemi
(nanovrstvami) a pouzity pro SPR nanosenzory;

Byly rovneéez testovany biosenzory s LPG mrizkami ve
vlaknech fotonickych krystalu.

Velmi mala mnozstvi analytu (ul) ve vzduchovych dérach

Viz: X. Fan et al., Analytica Chimica Acta 620 ( 2008 ) 8-26



Zobrazovaci (Imaging) senzory ule

ANN
| Sensing Beads
randomly placed ﬂ

Image Recording

Fluorescencni castice
konec viakna
do vyleptaneho jadra

K.L. Danowski et al., Microchemical Journal 70(2001),51-61



Senzorova pole

AN

12 34 3 &7 6 91011 13 Colwnn  Ca® ©Cu®  MNie  Zno®  ca-

B Flec-5rd M. [abd] M) ] [uN] M)
. . 1 [ 0 L ] 0
L Lo 3 10 10 iC 10 10
" Luciss Yiliow 4 100 100 100 100 4040
5 1 0 » 3 0

E Foern e B 0 " i q 1
F KT (Gres 7 [ 0 ' ] 0
G O BAPTA SN 8 R
g [ I L ] 1

F Fuoc-5M in 10 I C i 1]
14 e nm o 1 0

12 i g ic 3 i

Fluo-Zinl Zn; BTC-5N Ca/Zn:; Calcein Ca;
Lucifer Yellow — Cu

Phen Green Cu; Newport Green Ni;
OG BAPT4-5N (OG 5N) Ca; Fluo-5N Ca

Vyuzito pro urceni selektivity ve viceslozkovych analytech

T. Mayr et al., , Anal. Chem. 75 (2003) 4389



Nove smery ufe

,Cantilever” senzory

Zmeéna polohy (prohnuti) nosniku (,,cantilever®)v dusledku
adsorpce proteinti na jeho povrchu Si ,,cantilevers*

Posilion-sensitive
photodetector

Reflected beam

(e)

Posilion-semsitive
photodetector

S.T. Koev et al., IEEE TRANSACTIONS ON BIOMEDICAL
CIRCUITS AND SYSTEMS, VOL. 3, NO. 6, DECEMBER 2009



o ufe
Noveé smery - Materialy o
1)Nanomaterialy
Kvantove tecky (InP@2ZnSe)
Zlaté nanocastice
Uhlik 70, uhlikove nanotrubice, grafeny
W. Yang et al.; Angew. Chem. 49(12) (2010), 2115-2133.

2) Fluorofory vyuzivajici up-konverzi (Cerpani
NIR — 980 nm, pH zavisla emise 630-670 nm a
510-560 nm)

NaYF, doped with Er, Tb, Eu, Yt, YDb;
Zn0O, BaTiO,

L. Sun et al.; Chem. Commun. (2009), 5000-5002.



Nové smery - Materialy

1) ,,Ekologické ,,Green" materialy

Vodorozpustne barevné spreje pro soucasnou detekci
teploty a tlaku na letadlech nebo automobilech

L. H. Fischer, ...., O. S. Wolfbeis, Analyst 135 (2010), 1224-1229
DOI: 10.1039/B927255K

4) Biomaterialy

Polymerni membrany napr. bource morusoveho majici
vysokou biokompatibilitu

5) Kombinatorické metody pro hledani senzorovych
materialu

Combinatorial Methods for Chemical and Biological Sensors. R. A.
Potyrailo, V. M. Mirsky (eds.), Springer, 2009



ufe
Nové sméry - Optoelektronika =

1) Integrované senzory

Vsechny komponenty senzoru integrovane v jedné
jednotce. Casto vyuzivaji elektricky vodivé polymery jako je
polypyrrole, polythiophenes

R. Shinar and J. Shinar; DOI: 10.1117/2.1200602.0121
2) Opticka vlakna

Komercne dostupny system pro detekci kysliku vyuzivajici
luminiscencni doby zivota

VIaknové-optické multiplexy (pole)

F. J. Steemers et al.; Nature Biotechnology (2000) 18: 91 — 94
DOI:10.1038/72006

Mozné rozsireni na imunosensory.

T.M. Blicharz et al., Anal Chem. (2009) 81: 2106-2114.DOl:
10.1021/ac802181,.



ufe

AN

Noveé smery - Spektroskopie

1)SPR

Detekce v optickych polich s vyuzitim dvou SPR vinovych
delek.
A. Zybin, V. M. Mirsky et al., Anal. Chem. 77, (2005), 2393

SPR Imaging

Nanoplazmonika

2) Reflektometrie, interferometrie
Vysoka citlivost pro ,label-free” detekci

3)Ramanova spektra zesilena na nanocasticich
s»ourface-Enhanced Raman Spectrometry (SERS)*

4) Elipsometrie



ufe

AN

Noveé smery-spektroskopie

5) Chemicka fotografie

Digitalni kamery maji 3 kanaly : Cerveny, zeleny,
modry (RGB) — 3 spektrometry

6) Soucasna detekce a zobrazovani

S. M. Borisov et al.; Adv. Funct. Mater. 16, (2007), 1536
A. S. Kocincova et al, Anal. Chem. 79, (2007), 8486

7) Vicenasobna detekce — multiplexy, pole
M. I. J. Stich et al.; Chem. Soc. Rev. 39 (2010), 3102



] y | ufe
Noveé smery - aplikace

1) Senzor glukosy pro umeélou slinivku
2) Detekce v bunkach

3) Opticky nos a jazyk,

4) Kombinatorickeé techniky hledani
novych senzorovych materialu

4) Nové metody zpracovani signalu;
ySArtificial Neural Networks; Principal
Component Analysis®

5) Miniaturizace & Mikrofluidika



ufe

Dny otevrenych dveri UFE 8.11. a2 9.11.2012

UFE, Chaberska 57, Praha 8-Kobylisy: SPR,
mereni casu

7.11.-9.11.2012 priprava optickych viaken,
pavilon UFE v arealu chemickych ustavu
Praha 6-Lysolaje, Rozvojova 135 (autobus
107, 147 do stanice Kamycka)

8.11. od 19 hod ,Nocni tazeni“ v pavilonu UFE



Motivace pro mikrosenzory

Ustav experimentalni botaniky AV CR, V.V.1.

Otazka: Detekce pH v rostlinnych bunkach pro
overeni hypotéz o toku auxinu

J. Petrasek et al., Science
(2006), 131, 254

pH v bunkach
tabaku

Rozmery ~ 30 um




Microstrukturni viakna UFE AP
Toluen (g)
o:oiﬂ.’/ ........... —~—

1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800
Wavelength [nm]

Viakna fotonickych krystalll pro senzory

Viz: R.V. Nair, Progress in Quantum Electronics 34, 89-134, 2010
M. Skorobogatiy, J. Sensors Vol. 2009, Article ID 524237, 20 pages



Mikrostrukturni vidkna ufe
modifikovana na stenach vzduchovych
der xerogelovymi vrstvami Ru komplexy

- 1,2 - 0
¢ MTES
10 —o—TEOS
@ ' 0
n 08 /
X =
E_, il t,,=300ms
o) Average: 5
L= and Boxcar: 8
= Fibre length: 7,6 cm
0.2
I s B e s e o e B T B
0 3 6 9 12 15 18 21

Concentration of oxygen [mol. %]

V. Matéjec et al., Mater Sci Eng, C28 (2008) 876-881



yotopka“ mikrokulicky
fixovana v kremenneé
kapilare pro snadnéjsi
manipulaci




Fabry-Perot interferometer

850nm LED 3-dB coupler
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Biosensor na U-vlakne s vyuzitim

zlatych nanocastic

Analyte (anti IgG) ##

Bioreceptor (I9G) ¥y =

Spectrometer

White/green .2, Tm—=___
GNP coated U
bend probe

Absorbance at 540 nm

0.30

(GNP)

ufe

AN

0.25;
0.20-
0.15:
0.10—-

0.054

10000 20000 30000

Time seconds

a-lgG;b-PBS;c-BSA/PBS;d-PBS;
e-0.06; -0.6; g-6; h-30 pug/ml
Viz: V.V.R. Sai et al., Biosens.Bioelectr. 24, 2804-2809, 2009

40000



SPR senzory — Vyuziti ufe
Detekce nebezpecnych latek

is a used to make

‘-
is , dangerous
especially in early development stage. -
0.25
. INCUBATION
Civ E 0.20 -
O !( © 1
w
(53 Y * v antibody (anti-BpA) g 0.15 -
® @ antigen (BpA) o — 0 ng/ml
* %* "':‘- conjugate (BSA-BpA) g 0.10. _"_—-6_1 ng/mi
Il. DETECTION OF ANTIBODY Q
-
2 0.05- \
Dll Gq | Jj 5 ng/ml
o Yo 0.00 -+
@ * e o e B A B E e B
*.{’ } 0 5 10 15 20 25 30

Time [min]

e Lo _ Detection of BpA using inhibition assay.
Inhibition binding detection format. Kinetic response to unreacted antibody.



SPR senzory — Vyuziti

A\ 4 4 y
Detekce nebezpecnych latek
12 107+
o 1048 =.“34‘§
: E .
Q -
2 038- 21
2 < . u
5 E o 107 &
2 0.6 £2 JLop=16ngm____
ﬂ E © 1[]1_
55"
® 04- -
N O © 10
£ e m SPR
5 027 810" Tz LOD = 0.14 ng/ml ® HPLC
= € 3 ELISA
[ ] -
0.0 AL T o o AL 107 IR R B T T LR B LR LLL IR RLLL |
0.1 1 10 100 1000 107 1{:"1 10° '1I:I1 1[]2 'H}E 1[]4 105
Concentration of BpA [ng/ml] Concentration of BpA [ng/ml]
Calibration curve for BpAin Determination of BpA in wastewater
wastewater samples. samples using SPR, HPLC and ELISA.
Bisphenol A in waste water:
P 140 pg/ml

K. Hegnerova, et al., Anal. & Bioanal. Chem., 398, 1963-1966 (2010),

Bisphenol A in drinking water: |
K. Hegnerova, J. Homola, Sens. Act. B, 151, 177-179 (2010). 40 pglm



