ELEKTROCHEMICKE PREVODNIKY
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* nejCastéji konstruované biosensory
+ jednoducha konstrukce

¢ nizké naklady

* vyborna citlivost
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Pro sestaveni mériciho systému je treba nejméné
2 elektrody:

< referentni (srovnavaci)
< pracovni (mérici)



pracovni elektroda: imobilizace biorekognikacni
vrstvy
bioelektroda

enzymova vrstva (nejcastéji)
Typy elektrochemickych prevodniki:
<> amperometricke

< potenciometrické
<+ konduktometricke



Referentni elektrody

Slouzi jako srovnavaci bod k méreni nebo nastaveni
potencialu pracovnich elektrod. Jejich potencial je
presné definovany a pokud mozno staly.

Typ Zkratka E nue (V)
Normalni vodikova elektroda
Pt, H, (1 atm) | H” (a=1) NHE 0
Kalomelové elektrody
Hg | Hg.Cl;, | KCI (...)
nasycena (sat.) SCE
normalni (1 M) NCE
nasycena NaCl (sat.) SSCE
Argentchloridové elektrody
Ag | AgCl | KCI (...)
nasycena (sat.)
(3 M)
normalni (1 M)
Ag | AgCl | LiCl (sat. v EtOH)
Merkurosulfatova elektroda
Hg | HgSO4 | K204 (Sat.)




Komercné dostupné jsou obvykle prilis velké, takze se
pristupuje k laboratorni vyrobeé.

Klasické komercni elektrody se uchovavaji v roztoku KCI
a nesmi vyschnout.

U amperometrickych biosensoru se obvykle pouZiva
holy povrch stribra a jako elektrolyt slouzi okolni
prostredi.

Konstrukce miniaturni argentchloridové elektrody

neni slozita.

Protoze do skla nejde zatavit Ag dratek, pouzije

se Pt-dratek, ktery se postribri. U vyrdbénych
elektrod je treba pred pouzitim zkontrolovat hodnotu
potencidlu vuci kvalitni referentni elektrodé.



Pomocné elektrody

musi byt tvoreny z dobrého vodice s dostatecnou
plochou a elektrochemicky neaktivni.

Pouziva se platina (dratek, plisku, sit’ka),
uhlikova tycinka, mnohdy staci i nerezovy drat.



Pracovni elektrody

material:

<+ uSlechtilé kovy (Pt, Au)

< skelny uhlik, grafit

< kompozitni smési, vodivé polymery

N/

< organické vodivé soli

potencial volit tak:

N/

<+ aby nedochdzelo k elektrochemickému rozkladu
materidalu elektrody

< interferencnim reakcim (rozklad vody,
pracovniho roztoku, redukce rozpusténého O,)



dprava povrchu elektrody

< |leSténi brusnymi prasky (diamantovy prasek,
oxid hlinity, jemny smirkovy papir)

» ozvuceni ultrazvukem

<+ odstranit povrchové necistoty pomoci kyselin
anodizaci



Potenciometrické bioelektrody

Zakladem potenciometrie je
zmeéna potencialu na rozhrani
elektrody s roztokem.

]
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*Prevodnikem je iontové selektivni elektroda (ISE) v
kombinaci s enzymovou vrstvou.

*pro ISE: 10 mM az 0,1 M, pro konecny biosensor:

0,1 az 10 mM.Odezva je logaritmicka.

=Referentni elektroda musi byt kvalitni (vétSinou komercni
systémy-kombinované elektrody)

"V systému netecCe proud, je treba mérici pristroj s velkym
vstupnim odporem (dnes operacni zesilovac)



Potencial ISE

RT .
F =F, +Z/__In(a, + k,a;'”)

Potencial E (ISE) pro sledovany ion (aktivita a,)
v pritomnosti rusivého iontu (a;).

kij selektivni koeficient (Cim je mensi, tim vyssi
koncentrace rusiciho iontu je tolerovana)
z nabojové Cislo pro stanovovany ion

(kationty kladné cislo)
Yy nabojové Cislo pro rusici ion
E, standardni potencidl
R =8,314 J K-! mol-! plynova konstanta
F = 96487 C.mol-! Faradayova konstanta



Druhy ISE

podle konstrukce:

= ponorné

= prutocné

= suché elektrodové systémy (slidy)

material membrany:
< sklovina

< anorganicka sul
< polymerni matrice
N/

< iontomeénicovy roztok nasakly do porézni
struktury (kapalna membradna)



typy elektrod:

< sklenéna citliva sklovina, spojeni citlivé
membrdny s koaxialnim kabelem pomoci
kapalného kontaktu (Na*,pH)

<» tuha membrana tvorena anorganickou latkou
z monokrystalu nebo lisovaného
polykrystalického materialu. Membrdna je
upevnéna v epoxidovém pouzdre.
(F-.Cl-, Br-,I-,SCN-,CN-, S2-,Ag*,Cu,Pb, Cd)

< plasticka membrana tvorena polymerni matrici,
ve které je zakotvena aktivni latka
kapalna membrana (F-B3-,NO3-, NH,* K*,Ca?",
BGZ+, C|O4-)




< plynova elektroda - plynopropustné membrana
uvnitr je sklenéna kombinova elektroda, ktera
je zakoncena plochou sklenénou membranou.
plocha sklenéna membradna je z vnéjSi strany
prekryta plynopropustnym filtrem.
Prostor mezi sklenénou membrdnou a
plynopropustnym filtrem je vyplnén
tenkym filmem pufru.
(CO,, NH;)



Potenciometrické biosensory
spojeni potencimetrického sensoru s biorekognikacni
vrstvou
vétsinou jsou vyhodnéjsi amperometricke
priklady:
pH: penicilin (penicilinasa),
acetylcholin (cholinesterasa)
glukosa (glukosaoxidasa)
esterasy, nukleové kyseliny (nukleasy)
NH3;/NH, mocovina (ureasa)
aminokyseliny (glutamatdehydrogenasa nebo
oxidasa L-/D-aminokyselin)
nitrat, nitrit (bakterie)




CO. mocovina (ureasa),
aminokyseliny (lysindekarboxylasa, tyrosindk)
laktat (laktat monooxygenasa-dekarboxylujici)
I- detekce H,0, (peroxidasa)
F- peroxid vodiku (peroxidasa-
oxidace fluorofenolu)
CN- amygdalin ($-glukosidasa)



Polovodicové potenciometrické prevodniky

Vyhody: miniaturni rozméry, masova pr'odukce a nizka
cena. Zdkladnim konstrukénim materidlem je KREMIK,
Jeho vodivost je nizka, ale pr'ldavkem vhodnych stopovych
primési Ize jeho vodivost zvysit, vznika POLOVODIC.
Podminkou vodivosti je moZnost volného pohybu elektronu.
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Vlastni kineticka energie elektronu na E, za béznych
podminek 0,04 eV, elektrony nepreskoci na vodivostni
hladinu E.. ZvySeni vodivosti |ze dosdhnout DOPOVANIM
dopovani:

< negativni (atomt z V.podskupiny PT (P, As) n-dopovani
< pozitivni (III. podskupiny PT (B, Al) p-dopovani



Pri n dopovani se vytvori donorova hladina elektronu Eg
tésné pod hladinou vodivostni hladinou, takze prenos

z Ey na E, je snadny.

PFi p dopovani se po pridani atomi s volnymi

pozicemi pro elektrony (diry), se vytvori akceptorova
hladina E,.

507% pravdépodobnost obsazeni hladiny elektrony:
hladina Fermiho E¢

a nachazi mezi Ey a E_,

poloha této hladiny = mnoZstvi dopujicich atomu.



ISFET ion-sensitive field effect

transistor

Membrana

N- N-
G gate

S source D drain
Kremik P-

izolace - epoxyprysky Fice

Schéma zapojen i ISFETu




ISFET je tranzistor rizeny polem

fungujici na principu zmény vodivosti prostrednictvim
elektrického pole.

Odpor cesty mezi oblastmi S (source) a D (drain)

se zmeéni, kdyz na hradlo (gate) se privede napéti

(zmeéni se elektrické pole).

Zakladem je kremik (P), elektrody S a D maji vodivost N.
Povrch ISFETu mimo S a D je povlecen SiO,.

Oblast hradla je potazena selektivni membranou, ktera je
v kontaktu s okolnim roztokem, ostatni ¢asti jsou
izolovany epoxypryskyrici. Potencidl hradla se urcuje
vzhledem k referentni elektrodé.



membrana ISFETu:

< solid-state- zmeny pH
S3;N,, Al,O;, Ta,05), odezva logaritmicka
(52-59 mV/pH)

< polymerni - valinomycin/PVC stanoveni K

<» heterogenni AgCl, AgI, AgCN krystalky v PNF
(polyfluorovany fosfazin)

Pri vyrobé ISFETU se pouZiva litografie
(nanaseni jednotlivych vrstev, vytvareni struktury
pomoci masek)



ENFET
je ISFET potazeny enzymovou vrstvou

REFET
vrstva inertniho proteinu






LAPS biosensory
light addressable potenciometric sensor
polovodicovy prevodnik

<+ Zakladem je kremikovy Cip potazeny vrstvami SiO, a
SisN,. Navic je na povrchu rozdélen na nékolik
aktivnich oblasti pomoci dalSi vrstvy SiO,. Cely Cip ma
pouze jeden kontakt.

<» V neosvétlenem stavu je sensor neaktivni. Pokud se
z druhé strany osvétli (infracervena LED, pri 940 nm
pronikne svétlo do kremiku 50 nm hluboko), dojde
k lokalni aktivaci a ziska se signal odpovidajici zménam
pH v aktivované (,adresované”) zoné.

<» Vyhodou je jednoduchd moznost vicekandlového méreni.



Cytosensor
o
SILN,
7
kfemik (P nebo N)  SIO;

/\

Pouziva pro testovdni toxicity

nebo fyziologickych Gcinku l€civ.

Do komurek se imobilizuji

buriky (bakterialni nebo tkanova

kultura - fibroblasty,

keratinocyty, rakovinne buriky).
- Pri mirném prufoku média se cast
bunék zachyti na povrch a v
pritomnosti substratu vyvolavaji
urcitou zménu pH, ktera je imérna
me‘rabollcke aktivite;

( hapr. respiraci glukézy vznika

kyselina mlécna a oxid uhlicity.

Po pridavku testovane latky se pak zaznamena odezva jako
¢asova zména dpH/dt. Na konci pokusu se rychlym
pratokem buriky z komirek vypldchnou a Ize zaéit dalSi
cyklus.Vhodné dcinek rustovych reguldtoru, hormond,
lymfokint, viru nebo virostatik.



Amperometrické biosensory

= jsou zaloZzeny na heterogennim prenosu
elektroni mezi elektrodou a redoxnim
parem molekul

= poskytuji jako signal proud, ktery je
dmérny koncentraci analytu.

= proud I se obvykle méri pri konstantnim
napéti (potencial E) pracovni elektrody
velikost proudu prosld za dany cas t v
systému uddva ndboj Q, ktery odpovida
molarnimu mnoZstvi latky preménéne
na elektrodach:

Q=Ilt=nFm/M,



Q=It=nFm/Mr

F = 96487 C/mol znaci Faradayovu konstantu
oxidaci latek na anodée (I > 0),
redukce latek na katodé (T < 0)



Provedeni amperometrickych méreni:
< dvouelektrodovy systém

< trielektrodovy systém

dvouelektrodovy sysfém

napeti na pracovni elektrodé se nas'ravme pr'o1'| pomoché
elektrodé (auxiliary). Cast napéti se ztrdci vlivem odporu
meériciho roztoku.

Se dvéma elektrodami se da pracovat, pokud netecou
velké proudy (asi pod 10 mA - mikroelektrody)
trielektrodovy systém

Navic se pouzZije treti referentni elektroda, vuéi které
se nastavuje potencidl pracovni elektrody, jeho velikost
ovliviuje velikost proudu prochazejiciho roztokem.
Trielektrodovy systém je

univerzalni, ale vyzaduje POTENCIOSTAT




Zarizeni udrZuje konstantni napéti pracovni elektrody vuci
referentni nezavisle na velikosti proudu.
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Elektronicky obvod potenciostatu




Méreni kysliku

P Au (Pt) elektroda

zatavena ve skle .. clarkova kyslikovéa elektroda

__— Ag/AgCl elektroda®® potencial pro redukci kysliku:
i -650 mV vzhledem Ag/AgCl

/ elektrolyt < Elektroda ma predrazenu
s membrana membranu propustnou pouze

propustna pro O, Pro O,

g
llllllllllllll

Elektrodova redukce kysliku je ctyrelektronovy proces:

02'|'2H20'|'26_> H202+20H-

H202 + 2 e — 2 OH-



Méreni peroxidu vodiku
Anodickd oxidace peroxidu vodiku
potencial: +600 mV

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

< lze pouzit kyslikovou elektrodu bez membrany

< Pt, Ir,grafitové elektrody elektrolyticky
platinizované (oxidace H,O,) na uhlikovych
elektrodach vyzaduje znacné prepéti

< interference oxidabilnich latek
(napr.v séru: kyselina askorbovd, mocova,
paracetamol) - predrazeni membrdny



Enzymové elektrody s oxidasami

vznikaji spojenim kyslikové nebo peroxidové
elektrody s oxidasami jako biorekognikacni
vrstvou

Oxidasy:katalyzuji oxidaci substratu za vzniku
H,O, nebo vody

Substrat + O, » Produkt + H,0,

Substrat + O, > Produkt + H,O



< vznik peroxidu vodiku je typicky pro oxidasy,
obsahujici flavinovy koenzym (zluta barva)
napr. glukosoxidasa, laktatoxidasa apod.

< vznik vody prevaZuje u oxidas kuproteinu
napr. napr. tyrosinasa
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Kyslikova nebo peroxidova?
kyslikova
<+ koncentrace O, zavisi na tlaku, teploté
a koncentraci pouzitého pufru
+ pred kazdym mérenim nasytit roztok kyslikem
* signal = proud
<> meri se ubytek signdlu = dbytek proudu
peroxidova
< mereni peroxidu je citlivéjsi
* na pocatku je proud témér O
* |ze nastavit citlivy rozsah a mérit nizké c
> nevyhodou je oxidace nékterych latek
na elektrodé (predradit membradnu)
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Substrat oxidasy

Zkratka

EC ¢islo

koenzym

Alkohol

AOD

1.1.3.13

FAD

L-Aminokyseliny

1.4.3.2

FAD

D-Aminokyseliny

1.4.3.3

FAD

Askorbat

1.10.3.3

Cu

Bilirubin

1.3.3.5

Diaminy

1.4.3.6

Cu

Fenol (Tyrosinasa)

1.14.18.1

Cu

Galaktosa

1.1.3.9

Cu

Glukosa

1.1.3.4

L-Glutamat

1.4.3.11

Choiln

1.1.3.17

Cholesterol

1.1.3.6

p-difenoly (Lakasa)

1.10.3.2

L-Laktat

1.1.3.2

L-Laktat (dekarb.)

1.13.12.4

L-Lyzin

1.4.3.14

Monoaminy

1.4.3.4

NADH

Oxaléat

1.2.3.4

Pyruvat

1.2.3.3

Sulfit

1.8.3.1

Urat(Urikasa)

1.7.3.3

Xanthin

1.1.3.22




Enzymové elektrody s dehydrogenasami

< nejvetsi skupinou oxidoreduktas jsou
dehydrogenasy

“(existuje pres 250 NAD* a 150 NADP+
dependentnich enzymu) katalyzujici redoxni
reakce s Ucasti

NAD(P)* / NAD(P)H:

Substrat + NAD(P)* + 2 e- + H*<—— Produkt + NAD(P)H

Reakce ma rovnovazny prubéh, oxidace obvykle
probihd v slabé alkalickém prostredi.



Substrat

EC ¢islo

Alkohol

1.1.1.1

3-Hydroxybutyrat

Aldehyd

1.2.1.5

3-Hydroxysteroid

Alanin

1.4.1.1

Isocitrat

Formiat

i

Inositol

Galaktosa

1.1.1.48

L-Laktat

Glycerol

1.1.1.6

D-Laktat

Glukosa

1.1.1.47

L-Leucin

Glukosa-6-fosfat

1.1.1.49

L-Malat

Glutamat

1.4.1.3

Sorbitol




Detekce NAD(P)H

0 =

Fenazin methosulifElektrochemickd detekce NADH

1, CHs0SO;

@

R: methylMeldola Blue

: ;/\ SN'R,

R: ethyl Nile Blue

BYSS!
XHN S N"Me,

x:H Toluidine Blue O

X: naphthoyl Naphthoyitoluidine Blue |

pomoci reoxidace vznikajiciho
NADH

EC = -560 mV/SCE

reakce je heterogenni

Prima oxidace vyzaduje vysoky
potencial (pres 1 V na uhliku)
(zaroven nastava dimerizace a
adsorpce produktl na povrch
elektrody odezvy jsou nestabilni.
Reoxidace pomoci modifikujicich
latek (E° = -200 az -50 mV)
vazanych na povrchu elektrody:



modifikujici latky

<+ substituované fenaziny, fenoxaziny,
fenothiaziny
oxidace kolem O V/SCE

< hexakyanozelezitan

< TTF.TCNQ

N/

< reakce je homogenni

Mox + NADH < = o7 hejprve vznika CT
(tranfer komplex),

CT —> M, + NAD" po rozpadu je reoxidovan
mediator

Mied=—> Mox + 2€ + nH |ze pracovat pFi mnohem
nizsim potencialu




Primy prenos elektronu z biomolekul na elektrodu

<*Primy reverzibilni prenos elektronu z biomolekuly (bilkovina,
nukleovd kyselina) je ztizen:
<redoxni skupiny (disulfidické mustky, flaviny,
hem, ionty kovl, Fe-S skupiny), ale uvnitt molekuly.
<*kontakt s povrchem elektrody je mozny jen
pri urcité orientaci molekuly = snizuje proudové odezvy.

4

supstr at E..
< velka molekula= pomala difize
) <+ adsorbce na povrchu elektrody

re

proclut .
% denaturace biomolekul



< primy prenos elektronu zridka

< vyjimka. malé redoxni molekuly:
-cytochrom c, cytochrom b, azurin, ferredoxin
-lakasa, peroxidasa

< pouzivaji se uhlikové nebo kovové elektrody
modifikované pomocnymi latkami
které brdni adsorbci biomolekul
a napomahaji jejich orientaci

< mediatory, které umoznuji prenos elektronu
mezi biomolekulou a elektrodou
(urychluji prenos nebo jej viubec umoZnuji)

4



Pozadavky na mediatory

v'reaguje s biokomponentou a elektrodou

v'dostateéné rychly prenos elektronu (méla by byt znama
stechiometrie a poet prendsSenych elektrond)

v'stabilni formy (redukované i oxidované) za podminek pouziti

v'nedcastni se postranich reakci (napr. s O,)

v'vhodny redoxni potencial (vétsi rozdil redoxnich
potenciali E’mezi enzymem a mediatorem sice zvétsi
proud, ale také naroste Sum, nebezpeci interferenci
a doba ustavovadni pozadi,
(priméreny rozdil asi 100 mV)

v'bez vlivu pH na prubéh redoxni reakce

v'netoxicky (napr. pro aplikace in vivo)

v'vhodny k imobilizaci (nejlépe rozpustny nebo snadno
adsorbovatelny napr. na grafitu)




Nazev

tris-(2,2’-bipyridyDruthenium(llil)

tris-(2,2’-bipyridyl)osmium(lll)

ferrocen-1,1’-dikarboxylova kyselina

ferrocenylmethyltrimethylamonium

1,1’-bis(hydroxymethylferrocen]

ferrokyanid K “[Fe(CN)g]*

hydroxyethylferrocen

N,N‘-dimethyl-p-fenylendiamin

ferrocenoctova kyselina

p-benzochinon

N,N,N‘,N‘-tetramethyl-p-fenylendiamin

2,6-dichlorfenolindofenol (DCIP)

1,2-naftochinon

fenazin methosulfat (PMS)

methylenova mod F

tetramethyl-p-benzochinon (durochinon)

2-hydroxy-1,4-naftochinon

fenosafranin




ferrocen Fc

(=<

tetrathiafulvalen
TTF

O~

tetrakyanochinodi-
methan TCNQ




PFimy prenos®  rozpustny %celéch \% pozitni

elektrodé

P [ [

Kovalentné navazany Polymerni mediator Enzym modifikovany
na povrchu elektrody zachycujici enzym  mediatorem




k idealnimu mediatoru se blizi ferrocen

Jak zaclenit mediator do systému bioelektrody?
<> mediator volné rozpustny v roztoku nebo
uvnitr micel
< kompozitni smési
(grafit+ medidtor+acetylcelulosa jako pojivo)
< na povrch kovovych elektrod se kovalentné vdze
< prostorové polymerni stuktury obsahujici
mediator mohou byt pouzity k navazani enzymu
na povrch elektrody
» navdzat mediator na povrch enzymu



Biosensor pro glukosu

Enzymova elektroda
na jedno pouziti

ery_2
Cf?;fff;ﬁfﬂ Loy 2




Konduktometrické prevodniky

Zmeény vodivosti pri biochemickych reakcich

<*produkce a spotreba iontu
(dcinek hydrolas a amidas)

<»zména velikosti nabitych castic
(GCinek fosfatas, sulfatas a nukleas)

Klasicky priklad
Stanoveni mocoviny pomoci ureasy



Probléemy konduktometrickych méreni

Vlastni vodivost pracovniho prostredi
malo vodivé pufry (imidazol)

“+Je treba odlisit zménu vodivosti vyvolanou
pridavkem vzorku,

*Zanedbat zmény vodivosti v celém roztoku
a sledovat zmény v okoli elektrod s imobilizovanym
enzymy (vlastni signal bioreakce)

*»Volit diferencni usporadani
(zmény vodivosti v okolnim roztoku vykompenzuje
srovnavaci elektroda).



Priklad konduktometrického prevodniku

kontakty

izolace

detail elektrod , .
interdigitated array | Ukazka dvojitého

konduktometrického

f R prevodniku
enzymova referentni vrstva (5'1'0125k°\’0 technologie,
rozméry 7 x 25 mm)




