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Abstrct

This thesis presents a senzory system based on the combination of a unigue properties
of optical fibers and nanofibers, which should to'serve for picking up and detecting
different agents from a solution. This research was concretly focused on a detection of
Esterase enzyme activity, whose higher activity in the blood can signalizated a
spreading monocyte leukemia. Optical fiber serves for “a transfer of the optical signal
to the senzorical field and back to the detector. The main‘part of the senzory field were
S10, nanofibers imobillizated by an Esterase enzyme. The proof of activity was
performed by a histochemical reaction and verification by UV/VIS spectroscopy.
During this work, the design and the hardware construction of the improved electronic
part of the sensor was also carried out.

Uvod a cile prace

Nanovlakna jsou znama pro svuj obrovsky mérny specificky povrch a Sire
moznost funkcionalizace povrchu. Tyto vlastnosti mohou byti atraktivni prc
senzoricke aplikace, ackoliv zatim byly zkoumany prevazné€ ve spojeni s
elektronickymi senzory. Opticke vlaknove senzory v porovnani s jinymi typy se
vynikaji predevSim vysokou citlivosti. Dale pak moznosti jejich pouziti v prostore
vysokym napétim, teplotou a elektromagnetickym ruSenim, v explozivnich nebo
korozivnich prostredi atd.

Motivaci pro vznik této prace byla myslenka vytvofit opticky vlaknovy senzor [1, 2],
ktery by dokazal vyuzit prednosti nanovlaken pro detekcl organickych molekul a
zejména aktivity enzymii.

Cilem tohoto prispévku je navrhnout a realizovat experimentalni zatfizeni pro ovéreni
moznosti detekce aktivity organickych molekul imobilizovanych na nanovlakenné
vrstveé[3]. Vyhodnotit citlivost senzoru, jeho stabilitu a navrhnout mozné vylepSeni
méfici metody. Zaroven se zamé&fit na moznost vyuziti detekce esterazovych aktivit
pro diagnostiku monocytarni leukemie a navrhnout optimalizaci elektronického
systemu.

Metodika

Zdrojem zafeni senzoru byla polovodicova dioda

(A= 633nm) a detektorem fotodioda, které byly
piipojeny na elektronickou ¢ast senzoru, obrazek 1b.
Pro piivedeni zafeni do senzorového pole a odvedeni
zareni do detektoru slouzilo optické vlaknu tvaru Y,
Obrazek 1b. Zareni v senzorovem poli (Obrazek 1a)
dopadalo na esterazou funkcionalizovanou SiO,
nanovlakenou vrstvu, ktera cast zareni absorbovala a
cast odrazila. Mnozstvi absorbovan¢ho zareni
zaviselo na prub&hu histochemicke reakce,
respektive na mnozstvi a—naftyl acetatu (substratu) a
Fast Blue RR Salt (barviva) vychytaného esterazou z
roztoku.

Pro zj1sténi citlivosti senzoru byla koncentrace substratu a barviva exponencialné
snizovana. Vyhodnoceni detekce probihalo porovnanim intenzity odrazeného svétla
vzorku pred reakci a po reakci. Vysledna detekovana koncentrace substratu byla poté
piepocitana na hodnotu ppm podle rovnice (1).
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Funkcionalizace SiO, nanovlakenné vrstvy a histochemicka reakce:

1. KfemicCita nanovlakna se na 10 minut vlozi do 2ml 2% roztoku
glutaraldehydu.

. Promyti ve fosfatovém pufru pH=7,2.

3. Pote se pripravi roztok 2mg esterazy v 20ml fosfatoveho pufru (pH=7,2) a
po dobu 10 minut se v ném nechaji inkubovat funkcionalizovana
nanovlakna glutaraldehydem.

4. Promyti ve fosfatovem pufru pH= 7,2.

. Ptipravi se roztok 3mg substratu (o-naftyl acetatu) s 9mg azobarviva (Fast
Blue B nebo Fast Blue RR salt) ve fosfatovéem pufru (pH=7,2), do kter¢ho
vlozime nanovlakna imobilizovana esterazou. Inkubace probiha 10 minut za
laboratorni teploty.
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Tato prace byla podpoifena z projektu Studentské grantové soutéze (SGS) na Technické univerzité v Liberci v roce 2017,

vlakna typu Y a elektronické casti senzoru.

c [ppm] _ Mgupstrat (1)
substrat —
ppufr * pufr + Mparvivo

c Je koncentrace, m je hmotnost, V je objem a p je hustota.

Vysledky

Na obrazku 2a jsou namétfené vysledky odrazivosti mérené senzorem. Je patrné, ze se
snizujici se koncentraci substratu se odrazivost vzorkt blizi referencénimu vzorku. Z
vysledka vyplynulo, Ze prakticky detekéni limit senzoru je C, s, = 4,69Mg/1, coZ
odpovida 4,63ppm. M¢reni absorbance UV/VIS spektrometrem (Obrazek 2b)
potvrdilo, ze tuto koncentraci je mozné detekovat. Stabilita senzoru, respektive

néfeni byla pomérné dobra, coz miizeme vidét zZ chybovych usecek na obraz
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Diskuze a zaver

Provedenymi pokusy se podarilo
imobilizovaného na povrchu kiremit
vlaknového senzoru byl 4,69mg/l. M@
detekcnich moznosti ukazuje potenciali
délky zareni okolo 460nm. Toto zafenti je
nanovlaknech, coz muze byt vyuzito pro da
tohoto divodu byl sestaven novy hardware, k
delkach 410, 525 a 630nm. Testy zamé&rujici Se
leukemie vykazovaly zajimavy potencial této mete
pouziti Je tfeba jesté dalSiho vyzkumu.
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