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Méreni peroxidu vodiku

Anodickd oxidace peroxidu vodiku
potencidl: +600 mV

H,0, > O, + 2 e- + 2H"

Proud na pracovni elektrodé:

< vySSi nez odpovida analytu
» nizsi nez odpovida analytu



INTERFERENCE

< pritomnost oxidabilnich latek v analytu

<+ usazovani ldtek na elektrodeé

< pritomnost téze latky v analytu, ktera
vznikd béhem katalytické reakce



Oxidabilni latky v analytu

Snadno se oxiduji na elektrodé, ¢im zvysuji
proud (signal)

kys. askorbovad, kyselina mocova, mocovina,
cystein atd.

léCiva (paracetamol, acetaminofen,ampicilin,
mannitol, digoxin, dopamin, penicilin, salicylat atd.



Usazovani latek na elektrodé

biologické tekutiny: biomolekuly
nanos elektroneaktivnich latek
vysoké mol. hmotnosti na pracovni elektrode

signdl se snizuje



Pritomnost téze latky v analytu, ktera

vznikd béhem katalytické reakce

Eliminace glukosy:

Priklad: stanoveni disacharidu v analytech
obsahujicich glukosu
pomoci pyranosaoxidasy

Eliminace: 1) glukosu spotrebovat fosforylaci ATP
pomoci hexokinasy:

glukosa + ATP » glukoso-6-fosfat + ADP

2) antiinterferenéni vrstva

(glukosaoxidasou + katalasa)

peroxid vodiku, ktery vznika se rozklada
pomoci katalasy, funguje do 2 mM koncentrace



Eliminace amoniaku
amoniak = produkt a soucasne

pritomen volny ve vzorku (sérum, moc)
Eliminace: pomoci glutamdtdehydrogenasy:

NH; + H* + NADH + a-glutarat —— L-glutamat +NAD*



eliminace kyseliny askorbové

v' predrazeni membrdny s askorbdtoxidasou
(neprodukuje peroxid vodiku)
v' pouziti ferrikyanidu ve spojeni s lakasou
(bez lakasy by vadil vznikly ferrokyanid)
v provedeni elektrooxidace askorbatu jeste
pred prichodem do biokatalytické vrstvy
(prerazeni platinové sit’ky nebo trubicky)
dehydroaskorbat +
askorbat + 2 [Fe(CN)];3-—
2[F€(CN)]64-

lak
2[Fe(CN)]* + 1/20, + 2H* —=3 2[Fe(CN)].*-

+ H,0



eliminace kysliku z blizkosti elektrody
pri oxidaci glukosy glukosaoxidasou



RESENI INTERFERENCI

v 1. zpusob:
prevedeni rusivé slozky na formu, ktera
neni_elektroaktivni

Priklady:

1) kys. askorbova - membradna s askorbatoxidasou

H H
HO O HO 0
O O
OH +720, O, OH
HO OH S 0O

+H,0



2) glukosa pri stanoveni disacharidu (sacharosa)
membrdna: hexokinasa + ATP + MgCl,

glukosa — glukosa-1-fosfat



v 2. zpusob
prekryti pracovni elektrody membrdnou

- imobilizaéni

- ochrannou



Imobilizace biorekognikacni vrstvy

tvorba membran:

 vyznam pro upevnéni enzymu k povrchu
elektrody

J dostatecné husta membrdna zabranuje

pristupu interferujicich latek k povrchu
elektrody



Provedeni imobilizace ma vliv na:

v' operacni stabilitu biosensoru
v' Zivotnost biosensoru
v' dobu odezvy biosensoru

Zpusoby vzniku imobilizaénich membran:

v fyzikalni
v' chemické
v elektropolymerace



Zplsoby imobilizace enzymi
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Fyzikdlni zpusoby imobilizace

< mechanické -dialyzacni membrana
celulosa, acetylcelulosa,polykarbonaty
celofan, polyamidova sit’ka
rez z rostlin, mikrobialni pasta

*» adsorpce na prevodnik

van der Waalsovy sily, iontové,
vodikové vazby, hydrobni interakce
kontaminace adsopcniho povrchu

<+ zachyceni enzymu ve strukture matrice ¢i gelu
enzym v roztoku, pohyb omezen
strukturou matrice
porovitost materidlu = kontakt se
substrdtem

material matrice:  anorganicky

organicky




anorganicky material matrice

A koloidni zlato

d kremicitanové sklo

d laponit

d Al,O; boemit (C nebo Pt elektroda)

[SigMg; -Li; -O,,(OH),]? - (Na "+, nH,O)

laponit



organicky materidl matrice

O alginat (1,4-vdzané B-D-manuronové a a-L-guluronové kys.zbytky)
vznik v pritomnosti Ca?* nebo Mg?*
zachyceni, enkapsulace

imobilizace Rhodococcus sp. - enzym alkylhalidohydrolasa
[EC 3.8.1.1]

O latex latex+enzym= nerozpustna matrice
O polyvinylova pryskyrice Formvar

COO™ o
O O
OH 0
9] OH
O
HO n
OH COO"

alginat latex



Chemické postupy imobilizace
<+ primo na prevodnik
* na membranu

Membrdény:
A nylonova sit’ka (aktivace dimethylsulfatem)
A celulosoacetatova membrana
 polyvinylalkohol
A polyvinylalkohol s 1,3% styrylbipyridinovych
skupin (PVA-SbQ)
aktivace UV svétlem
imobilizacni Cinidla:
= glutaraldehyd
= karbdiimidy




Elektropolymerace

-oxidace monomeru elektrochemicky pri vhodném potencialu
-za vzniku volnych radikald

-radikaly jsou adsorbovdany na povrchu elektrody
-vznika polymerni sit’

elektropolymerace:
v' potenciostaticky
v amperostaticky
v' potenciodynamicky



dynamické zmeény:
v lepsi adheze povrchu
v hladkeé filmy

statické zmeény:
v lepsi kontrola tloust’ky filmu



Cyklicka voltametrie
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linearni skenovani potencialu
stacionarni pracovni elektrody
s vyuzitim trojuhelnikového
prubéhu potencialu v éase



Cyklicka voltametrie

potencial se méni z vychozi
hodnoty ke zlomovému potencialu
pak ndsleduje zpétny béh

Krivka zavislosti proudu
na napeti
voltamogram
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Potential

na pocatku:

neprobiha zadny déj

velikost potencidlu je dana tak, aby systémem tekl
pouze maly proud
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Potential

redukéni déj:

hodnoty I se zvysuji (oxidace redukované formy)
oxidovana forma latky se spotrebovava

pri uréitém E je max. I, pak dochazi k poklesu I
katodicky proud
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Potential

oxidacni déj:

dochazi k oxidaci redukované formy latky

roste anodicky proud

proud roste do urcité hodnoty E, pak klesa

az do vycerpdni red. formy ldatky, dojdeme do vychoziho
stavu
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Z hlediska vodivosti:
v’ vodive
v' nevodive

kombinace ruznych polymerd - kopolymery
vice vrstev na sobé (rizné monomery)



Vodivé polymery

1 elektrony na povrchu polymerd
v vodivost

v’ nizky ionizacni potencial

do polymeru |lze zachytit:

v enzym

v’ protilatky

v fragmenty DNA elektrody

v’ Zivé buriky v Pt

" koenzymy v' skelny uhlik

= mediatory v zlato

= stabilizatory v uhlikové vldkno

v TiO, nebo SnO,



Priklady vodivych polymeru
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polypyrrol polythiofen polyanilin

0F [ ~

poly(p-fenylen) polyindol polyacetylen




Imobilizace enzymu na povrch polymeru

d adsorpcnimi silami
d zesiténim
d kovalentni vazby - monomer s funkcénimi skupinami
- zavedeni funkcnich skupin
do polymeru



Nevodivé polymery

nepouzivaji se pro imobilizace
obvykle se vyuzivaji jako selektivni membrany



Ochranné membrany

Cil:
v’ snizeni vlivu elektroaktivnich latek (zvysuji signal)
v ulpivani makromolekul na povrchu elektrod (snizuji s.)

Dva typy ochrannych membran:
v' polymerni selektivni membrany
v elektropolymeraci vzniklé nevodivé polymery




Polymerni selektivni membrany

< celulosoacetatova membrana
husté membrana (snizuje signal H,O,, vliv pH)

< celulosoacetdtova membrana upravena hydrolyzou
lepsi vlastnosti (lepsi signal H,O,)

» polykarbonat

* polyuretan

* polyethersulfonat
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Nevodivé polymery vzniklé elektropolymeraci

v eliminuji vliv elektroaktivnich latek na povrchu
Pt elektrody
v nesnizuji signdl vznikajici H,0,

Vlastnosti nevodivych membran:

= selektivita

= reprodukovatelnost

= matrice pro imobilizaci enzymu

= zabranuji ulpivani makromolekul na povrchu elektrod




Charakterizace nevodivych membran

v' vysoky mérny odpor

v’ rust polymeru je limitovan

v' tenci membrany nez vodivé (v radech desitek nm)
(lepsi difuze H,O,, substratu a produktu)

Polymerace:

< fenolu
3-nitrofenol, pyragallol, 4-hydroxybenzensulfonové k.,
bromfenové modri, 3-aminofenolu

< fenylendiaminu (DAB)
1,2-DAB, 1,3-DAB, 1,4-DAB, p-chlorfenylamin

< naftalenu (NAF)
2,3-NAF, 1,5-NAF, 1,8-NAF, 5-amino-1-naftol

» oxidaci pyrrolu
pyrrol je vodivy, jeho dalSi oxidaci vznikaji nevodive fil
.overoxidized pyrrol

% eugenol



Difuzni- vnéjSi membrdny

= Substrat k membrdanovému systému -konvencni difuzi
(zpusob michani, rychlost pritoku analytu celou)

= Substrat do prostoru enzymové matrice -difuzi
(konc. analytu v enzymové matrici je odliSna od
konc. v méreném roztoku)

na vysledny analyticky signal ma vliv:
v enzymova reakce
v difdze (uréi jakd cast analytu bude enzymové preménéna)



Kompatibilita vnéjsSi membrany s prostredim
v' vodné roztoky
v’ Zivy organismus

Zivy organismus:
= zanétliva reakce - poskozeni zdravi clovéka, zvirete
= znehodnoceni vlastniho stanoveni

vyznam vnéjsi membrany:

- zabranuje ulpivani makromolekul na povrchu elektrody
- zabranuje rustu mikroorganismu

+ zlepSuje linearitu stanoveni

- zlepsSuje zivotnost biosensoru

* preventivni ochrana pred interferencemi



Typy difuznich membran
- polyuretan

* hydrofilni polyuretan

* nafion

- polykarbonat

- silikonovy kaucuk

- perfluorkarbonat



SHRNUTT
Anodickd oxidace H,O, pri +600 mV
H,O, —— 0O, + 2 e- + 2H"*
proud: vyssi - pritomnost produktu v analytu

- oxidabilni latky
nizsi - biomolekuly

pritomnost produktu - prevedeni na jinou latku
(reakci, membranou)
oxidabilni latky - prevedeni na jinou latku
- membrana (zdbrana pristupu)
biomolekuly - eliminace difuzni membranou

- eliminace jinou membranou
(ochranna imobilizacnti)
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membrany:

< ochranné vnitrni

<+ imobilizacni s enzymovou vrstvou
< difdzni vnéjsi

dobra imobilizaéni membrdna miZe nahradit ochranou

ochranna membrana:

v polymerni
v elektropolymeracni - vodiva (spiSe pro imobilizaci)
- nevodiva (ochranna, vhodna
i pro imobilizaci)
difazni:

v' ochranné (zabranuji pristupu biomolekul)
v' ridi mnozstvi analytu k enzymové vrstvé
v' Castecné chrani pred pristupem oxidabilnich latek



