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OPTICKY VLAKNOVY BIOSENSOR PRO DETEKCI
ZNECISTENI ZIVOTNfHO PROSTRED]

OPTICAL FIBRE BIOSENSOR FOR DETECTION OF ENVIRONMENTAL POLLUTION
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2 Abstrakt:

§. Biosenzor byl navr¥en pro on-line monitorovéni a véasnou detekci znedi¥téni Zivotniho prostfedi ve
vzdilenych a nepfistupnych lokalitich. Citlivou ¢4st tvoii bioreportéry imobilizované do kfemiéité
matrice na konci optického vidknového prvku (OVP). K experimentu byl pouZit bakteridlni kmen
Pseudomonas putida TV A8 produkujici bioluminiscenci v ptitomnosti benzenu, toluenu, ethylbenzenu
a xylentt (BTEX). Timto biosenzorem bylo méfeno dvanact redlnych vzorkl odpadnich vod z Ceské
republiky. Aktivni vrstva zlistala stabilni po dobu tfi tydnd.

Abstract:

The whole-cell optical fiber sensor is proposed as a real in-situ detector for on-line monitoring of the
environmental pollution in remote localities. The sensitive part of the sensor consists from bioreporters
immobilized into a silica matrix at the end of the optical fibre element (OFE). For the experiments,
were used bacterial strain of Pseudomonas putida TV A8 which is capable to produce bioluminescence
in the presence of benzene, toluene, ethylbenzene and xylene (BTEX). Twelve real samples of
wastewater from the Czech Republic were measured with this biosensor. Active layer was stable for at
least three weeks.

Klifovi slova: '
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bioreportér, BTEX
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Uvod ‘

'V zavislosti na ekologickych problémech zplisobenych primyslovymi a zeméd€lskymi odpady
. dochézi k rozvoji metod zjist'ovani toxicity. Jeden ze slibnych p¥istupll, ktery zadind byt vyudivan pfi
“konstrukci biosenzord pro monitorovani kontaminace, je zalofeny na fizich reportérovych genil
‘s promotorovymi geny, které jsou indukovény, kdyZ jsou builky stresovany toxickymi chemikaliemi.

itlivou &4sti biosenzoru je aktivn{ vrstva nanesend na &elo optického vldknového prvku (OVP). Tato
ivn{ vrstva je tvofena imobilizovanymi builkkami do kfemitité matrice. Imobilizované Zivé butiky
off citlivy prvek biosenzoru reagujici na vyskyt uréitého polutantu. Jedna se o tzv. bioreportéry -
neticky modifikované organismy, kierym byly vloZeny geny =zaji¥tujici rozpoznéni analytu
motorové geny) a produkci méfitelného signdlu (reportérové geny). Genetické tiprava bioreportéri
tuje velmi vysokou specifitu stanovenf analytu. Pro experimenty popsané v této praci byl pouZit
bioreportérovy bakterislni kmen Pseudomonas putida TVAS, ktery reaguje na pfitomnost analytu
ingfitelnym signilem - emisi viditelnébo svétla, tzv. bioluminiscenci (BL) (Amax = 500 nm). Tento
Bloreportér je citlivy na pfitomnost BTEX., :
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Hiavni vyhodou navrZeného biosenzoru je jednoduchost arychlost analyzy. Nenf nutnd sloitg
pfiprava vzorku (zkoncentrovéni, extrakce apod.). Také se jednd o metodu znan€ levngjdi, ne¥ je
klasickd chemickd analyza v laboratofi, kterd vyZaduje odbér vzorku, specidlni Opravu a drahg
piistrojové vybaveni (napf. kapalinovy chromatograf). O nékterych polutantech je znamo, Ze se
vyskytuji ve vrstvach a nejsou homogenné rozptyleny v dané lokalit&, proto po odbéru jednoho vzorky
nemusf byt znedi§téni odhaleno. Pfi pouZit{ biosenzoru v dané lokalité je moZné analyzovat vice mist
ve vzorku. Aviak s pouZitim bioreportérii je spojeno také mnoho nevyhod. Piedeviim je nutné zajistit
vhodné podminky pro pteZiti (teplotu, pH, kyslik, Ziviny apod.). Odezvy je dosaZeno fadova
v desftkich minut aZ né€kolika hodindch, coZ je dino transportem analytu do cytoplazmy builky
a expres{ geni. Citlivost biosenzoru je niZ§i a analyza je méné piesnd, zato lépe vystihuje biologickou
dostupnost stanovované latky. NavrZeny opticky vlédknovy senzor mbZe slouZit pro on-line
monitorovani znedidténi Zivotniho prostiedi ve vzdilenych a nepfistupnych lokalitach.

Metodika

A. Kultivace P. putida TVAS :

P. putina TVAS8 byly kultivoviny v LB médiu (trypton (10 g/1), kvasniny extrakt (5 g/), NaCl (10
g/)) s kanamycinem (60 mg/l). BL byla indukovina v MSM médiu s toluenem (26,5 mg/l), piipadné
nefedénymi redlnymi vzorky.

B. Imobilizace
Tetramethoxysilan (TMOS) (4,1 g) byl smichan s deionizovanou vodou (2 ml) a zchlazen 5 min.
pii 4 °C. Poté byla pomalu pfidéna 0,1M HCL (0,5 ml). Tato smés byla ponechana 24 h pfi 4 °C.

Imobilizace na OVP:

Na &tverec Parafilmu® (3 x 3 cm) bylo pipetou naneseno 100 ul suspenze bunék o koncentraci 10%ml,
vedle bylo naneseno 100 pl pfedpolymerovaného TMOS a k n&mu piidédno 100 pl 0,05M NaOH.
TMOS a NaOH byly rychle promichdny a smichany s butikami. Vznikl4 smés byla pipetou pfenesena
na &elo OVP.

Vytvofeni aktivni vrstvy v kddince:

Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml pfedpolymerovaného TMOS a knému piidino 0,5 ml
0,005M NaOH. Smés byla rychle promichana a byl pfiddn 1 ml suspenze bun€k o koncentraci 10%/ml.
Po ditkladném promichéni byla sm&s vylita do 10ml kédinky a po zatuhnuti pfelita sterilnim 0,066M
fosfatovym pufrem. Takto p¥ipravené aktivni vrstvy jsou vhodné k opakovanému méfeni vzorkit. Mezi
jednotlivymi m&fenimi byly uchovévany zalité fosfatovym pufrem pii 4 °C.

C. MéFeni

Viechna méfeni probihala ve specidlnim boxu, ktery byl upraveny tak, aby bylo dosaZeno minimélni
trovné pozadi. Box byl déle stinén pfekrytim &ernou plachtou (obr. 1). Konec OVP s imobilizovanymi
bioreportéry byl ponoten do k4dinky s induk&nfm roztokem. UZ¥ konec OVP nebo optické vldkno
bylo pfipojeno SMA konektorem k detektoru (Perkin — Elmer MP 984).

D, Opticky vidknovy prvek (OVP) .

Taperovany OVP (obr. 2) byl pfipraven v Laboratofi optickych vldken Ustavu fotoniky a elektroniky
Akademie v&d CR, v.v.i. z odkapu preformy z vysoce &istého kfemene (Suprasill) na podtku taZeni
PCS vlaken. Sir¥{ konec, urdeny pro imobilizaci bunik, byl postupng ledtén &tyfmi diamantovymi
brusnymi kotoudi od hrubého a¥ po optickou kvalitu. Ui konec byl zafiznut vidiovym noZem na
tpravu konch optickych vldken. PouZité OVP je charakterizovéno primérem Sir$tho (dim= 8,75 mm) a
uFtho konce (dmy= 0,89 mm) a jeho délkou (Zye= 22 cm).
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Obr. 1: Uspofadini méficiho zaF{zeni Obr. 2: Aktivn{ vrstva nanesend na OVP
a) schéma, b) snimek celku a detailu OVP

(1 - box, 2 - &ema plachta, 3 - vyikove&

nastavitelny stolek, 4 - kadinka s indukénim

roztokem, 5 - OVP, 6 — SMA konektor, 7 —

detektor).

Vysledky
Po indukci vytvofené aktivni vrstvy byla méfena BL v z4vislosti na &ase. Maximéln{ hodnoty BL bylo
dosaZeno mezi 7 - 13 h po ponofenf OVP do média s induktorem.

Dlouhodob4 stabilita byla testovana opakovanou indukei jedné aktivni vrstvy vytvofené na OVP
v MSM médiu s toluenem (26,5 mg/1). Jednotlivé priibéhy méfeni miZete vidét v grafu na obr. 3. Mezi
. jednotlivymi indukcemi byla aktivni vrstva uchovavina ponofend v 0,066M fosfitovém pufru pfi
~ laboratorni teploté.

70000 1 / \ | —=—1dan

b Obr, 3: Graf dlouhodobé stability aktivni vrstvy

i Rediné vzorky byly méfeny na aktivnich vrstvach v kadinkach. Celkem bylo pfipraveno 36 aktivnich
f vrstey v kadinkéch s hmotnostn{ odchylkou men¥i nez 5%. Kazdy vzorek byl méfen paraleln na dvou
| vistvach. BL byla mé&fena na luminometru Berthold FB12. V tabulce & 1 jsou uvedeny vysledky
| ednotlivych mé¥eni. Pokud do3lo po $esti hodinéch od indukce k nériistu detekované BL v porovnéni
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s vychozi hodnotou, byl vysledek povaZovan za pozitivai (+). Ziistala-li hodnota BL na stejné tirovnj
¢i se sniZila, byl vysledek povaZovéan za negativni (-).

Tab. 1: Detekovand BL pfi méfeni redlnych vzorki odpadnich vod

Vzorek f:'gﬂ) BL Vzorek (c;tém BL
1 0 - 9 26 +
2 4,3 + 10 0 -
3 0 - 11 0 -
4 0 - 12 114 +
5 0 - MSM-+toluene 0 -
6 0 - MSM médium 0 -
7 5,8 + YEPS médium 0 -
8 65 + Fosfatovy pufr 0 -

Pro ovéfeni funk&nosti navr¥eného laboratorniho uspofadéni biosenzoru byla vytvofena aktivni vrstva
na OVP a byla indukovéna nefedénym realnym vzorkem znetiiténé odpadni vody s obsahem toluenu
o koncentraci 26 pg/l a ptitomnosti dalsich polutanti (benzen (25 pg/l), ethylbenzen (8,6 ug/l), xyleny
(512 pg/l), naftalen (1020 pg/l)). Vysledek tohoto méfeni je graficky zndzornén v grafu (obr. 4).

o 2 4 8 8 10 1 _ w1
£(h)
Obr. 4 : Casové zavislost BL pii m&feni realného vzorku odpadnich vod s koncentraci toluenu 26 pg/l

Diskuze J
~ Na realnych vzorcich byla ovéfena funk&nost navr¥eného biosenzoru pfi detekei znetisténi odpadnich [
vod s obsahem BTEX. Z prvnich experimentd vyplyv4, Ze je moZné stanovit pfitomnost téchto latek
ve vzorku. MoZnost kvantitativniho stanoveni zatim nebyla potvrzena. V dalSich experimentech se
budeme zabyvat vlivem ostatnim chemikli{ p¥{tomnych ve vzorku na detekovanou BL a mo¥nostf
monitorovani ¥ivotaschopnosti bioreportéri. i

Zavér !
V laboratornich podmink4ch byl sestaven a testovan model celobuniného optického vlaknového
senzoru pro stanoveni zneSiSténi Zivotniho prostfedi ve vzdalenych a neptistupnych lokalitéch. o
Citlivym prvkem biosenzoru byl bioreportérovy bakteridlni kmen Pseudomonas putida TVAS8
reagujici na pHtomnost BTEX emis{ bioluminiscen&ntho zéfen, které bylo detekovéno.
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Aktivni vrstva vytvofena na konci OVP zistava stabilni miniméné 3 tydny a je schopna opakované
indukce. Timto biosenzorem bylo zmé&feno celkem 12 redlnych vzorkid odpadnich vod a v pfipadé
piftomnosti BTEX ve vzorku byla vidy detekovdna bioluminscence. Pokud vzorek BTEX
neobsahoval, bioluminscence zlistala na Grovni negativni kontroly (vrstva s pufrem).

Moznost vyuZiti navrzeného uspotddéni pki redlném méfeni byla demonstrovéna pfi méfeni redln¢ho
vzorku aktivni vrstvou na OVP.
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