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lontove selektivni elektrody

Nazvem iontove selektivni elektrody (ISE) jsou
obvykle oznaCovana elektrochemicka cCidla, ktera
umoznuji potenciometricka méreni aktivity iontu ve
vodnych nebo smisenych prostredich, pripadne
parcialnich tlaku plynu rozpustenych v kapalinach




lontove selektivni elektrody

Selektivitou ISE se rozumi, ze
T 1 membranovy potencial neni
Foterenti <E zavisly jen na aktivite jedine
elektroda . Qg o o .
L s elektricky nabite Castice v
| 1 refrentri promé&fovaném roztoku, ale Ze
oo na jeho hodnote se mohou
b podilet i dalSi ionty.
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Potenciometrie

Potenciometrie je elektroanalyticka metoda zalozena
na mereni rozdilu elektrického potencialu (napéeti)
mezi dvema elektrodami (oxidacnée-redukcni reakce)
pri nulovém elektrickém proudu.

Elektrodou rozumime kontakt dvou nebo vice
navzajem nemisitelnych fazi, na jejichz rozhrani
muze dochazet k redoxnim reakcim nebo vyméné
elektricky nabitych castic. Vysledkem je
potencialovy rozdil mezi fazemi.
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Oxidace a redukce

e Oxidace je dej, pri kterem dochazi ke zvysSovani
oxidacniho Cisla castice

napf. Fe?*-e- — Fe3*

» Redukce je d€j, pfi kterem dochazi ke snizovani
oxidacniho Cisla Castice

napf. Fe3*+e — Fe?t
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Klasifikace ISE

» Sklenéné elektrody maji membranu tvofenou raznymi
viceslozkovymi skly (napf. mereni pH)

» Elektrody s vhodnymi pridavnymi membranami (plynové
elektrody a elektrody s biokatalytickymi membranami (=biosenzory)

» Elektrody s kapalnou membranou maji membrany zhotoveny
z kapalnych iontoméni€u nebo ionoforu (valinomycin, nonactin, cyklické
ethery atp.). Mezi elektrody s kapalnou membranou patri také ty, jejichz
membrana je tvorena mékCenymi plasty, v malo tékavem plastifikatoru je
soucasne rozpusténa vhodna elektroaktivni latka.

» Elektrody s pevnou membranou ("solid-state"), tj. membranou
tvorenou pevnymi, malo rozpustnymi solemi (monokrystaly, ztuhlé taveniny
nebo tablety z praskovych soli). Vnitini elektrolyt se u tohoto typu elektrod
obvykle nahrazuje kovovym kontaktem ("all-solid-state").

» Elektrody pripravene sitotiskovou technikou - na jednu
matrici Ize vytisknout i vice senzoru najednou
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Mereni pH, sklenena elektroda

Vznik potencialu na sklenéné elektrode je

—38 vysledkem vyménnych déju mezi ionty v
krystalické mfiZce skla a ionty v roztoku.
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Stanoveni K*

v lontove selektivni membrana obsahuje specificky nosic
draselnych iontu, kterym je neionogenni makrocyklické

antibiotikum valinomycin rozpusténé v dioktyladipatu na poréznim
PVC nosici. Jako nosi¢ muze slouzit také teflon

lonophore Valinomycin n Selects for Potassium °

Potentiometer

@ ISE

o Reference
Electrode

o
o S « &

i
k-
T




e

v'"Méné obvykly je pouziti ionogenniho
tetra(p-chlorfenyl)boritanovy aniontu

v'Dale se pouzivaji tzv. ,,crown* etery, zejména v ISE
japonskych analyzatoru (napf. 18-crown-6) nebo kryptandy
(napr. kryptand 2.2.2)

Pouziva se bud primé méreni (bez redéni - merenou veliCinou
je aktivita ve vodné fazi) nebo neprimé meéereni (s redénim/
diluci — aktivita odpovida koncentraci v celém vySetrovanem
vzorku)




Stanoveni Na*t

v Sklenéna elektroda

v'Dale se pouzivaji tzv. ,crown” étery integrované do plastové

membrany

g. )
v'Smés nékolika ionoforu (,koktail) 5 == \

v'Stanoveni Na* v pevné fazi
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Stanoveni CI-

v'Nejvice pouzivana je iontové-vyménna membrana obsahujici
kvartérni amoniovou sul jako anex, napf. tri-n-
oktylpropylamoniumchlorid v n-dekanolu.

v’ Kapalna membrana muize obsahovat také o-fenantrolin.

v’ Elektrody s pevhou membranou, obsahujici AgCl zapustény
v luZku z epoxidové pryskyfice Ci silikonového kaucuku

v'Stanoveni Cl-v pevné fazi

11
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Stanoveni Ca?*(ionizované)

v Elektrody ionexového typu s kapalnou membranou,
obsahuji organickeé rozpoustedlo nemisitelne s vodou, ve
kterém jsou rozpusteny latky schopné vymenovat nebo
zachycovat ionty z vnéjsiho roztoku (didecylfosforeCnan

vapenaty v dekan-1-olu nebo dioktylfenylfosfonatu).
Hydrofobni prepazka (obvykle z PVC) oddéluje kapalnou membranu od
mereného roztoku. o/ MAA ' b

H.L 0
“WAWV b
\/H“D’H“CHJ

H;C"hvﬁmhﬁ’“w

v Elektrody s neutralni membranou zachycuji vapenaté
ionty do dutin, které jim vyhovuji svou velikosti (jedna se o
synteticke cyklicke polyétery, napr. ETH 1001 nebo prirodni

makrocyklické slouceniny). 12
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ISE 9180 analyzator elektrolyta { Roche >

Mérené parametry
(konfigurace elektrod)

Na* K*
Na* K* Cl-
Na* |[K* Ca?*
Na* K* Li*
Na* Li*
Li*




@ Referenéni elektroda
® CI-

® K*

® Nat

TR

Elektroda Popis

Sodik (Na) Crown éterovy ionofor integrovany do iontové-selektivni plastove
membrany.
(Jelikoz se nejedna o sklenénou elektrodu, je méfeni méné
ovlivnéno zménami pH.)

Draslik (K*) Valinomycin integrovany do iontové-selektivni plastové
membrany.

Chloridy (CI") Kotoué vyrobeny z chloridu stfibrného (AgCl).

Referenéni Stfibrno-stfibrna elektroda (Ag/Ag) uloZzena v gelovém roztoku

elektroda chloridu draselného (KCI), ktery je od vzorku oddélen pomoci

porézni keramicke trubice.
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Biosenzory

Biosenzor je analyticky pristroj, v principu ISE,
obsahuijici bioreceptor a fyzikalne-chemicky

prevodnik.
Bioreceptory jsou molekuly, Casto enzymy, ktere
rozpoznavaji latku, ktera ma byt analyzovana. Dulezitou Casti
je 1 nosiC bioreceptoru.

 Biokatalyticke

* Bioafinitni (imunosenzory)

Prevodnik (elektrochemicky,- optlcky)

Prevodnik

. Elektricky
" » signal

- potenciometricke biosenzory* -
« amperometrické biosenzory
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Stanoveni laktatu

a) Polarografie (amperometrie)
Mérna elektroda je potazena laktatoxidazou (odtud nazev
,laktatova“ elektroda®). Pri konstantnim potencialu (prepeti) je
vznikly proud umerny koncentraci peroxidu vodiku.
L-laktat + O, — pyruvat + H,0O,
H,O, — 2H"+ O, + 2e-
Elektroda je vlastné modifikaci Clarkovy kyslikove elektrody.

Laktatovy senzor obsahuje vétsinou Ctyri elektrody:

« platinovou mernou elektrodu potazenou laktatoxidazou

 srovnavaci argentchloridovou elektrodu

« platinovou elektrodu urCenou ke stabilizaci konstantniho potencialu

» platinovou elektrodu bez enzymu slouzici ke stanoveni interferujicich latek

16
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b) Potenciometrie

Vyuziva se ferrikyanidu jako mediatoru elektronu. Laktat se
laktatoxidazou (LO) oxiduje na pyruvat a souCasné se
ferikyanid redukuje na ferokyanid. Ten pri zpétné oxidaci
predava elektrony na platinovou katodu, kde dochazi k jejich

spotrebe pri redukci kysliku na vodu.

Zarizeni neni bezne dostupne.

Byl popsan také postup s grafitovou elektrodou potazenou
laktatoxidazou a peroxidazou, kdy jako mediator elektronu byl

vyuzity systém ferrocen-ferricin.

17
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Amperometrie

Ampérometrie je elektroanalyticka metoda zalozena

na mereni elektrickeho proudu pri konstantnim
napeti.

Vyuziva se skutecCnosti, ze nekteré latky mohou byt
oxidovany nebo redukovany na inertni kovoveée
elektrode, na kterou je vlozen urcity elektricky
potencial, ten zpusobi bud oxidaci nebo redukci,
vysledkem je elektricky proud, ktery se meri.
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Priklady pristroju na stanoveni laktatu
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Stanoveni glukozy (biosenzory)

B-D-glukdéza + O, + H,O— D-glukonolakton + H,0,
glukbzaoxidaza (GOD)

1.Stanoveni H,0,

* prima oxidace leukobazi na barevne produkty

« oxidacni kopulace mezi aromatickymi aminy a fenoly
katalyzovana peroxidazou (POD)

» elektrooxidace H,O, - ampérometricka detekce signalu

2.Mereni Ubytku O, — ampérometricka detekce pomoci
Clarkovy elektrody

3. Ampérometrické méfeni signalu s novymi elektronovymi
akceptory elektronu misto kysliku, tzv. mediatory
(ferroceny, chinony)

-
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Analyzatory glukozy/laktatu BIOSEN

» Stanoveni 120 az 180
vzork( za hodinu

» Cipové senzory
* 20l vzorku (krev,
plazma, sérum) se
fedi 1ml systémovym
roztokem

* Pravidelna kalibrace

Model
5040

S_line Lab+

S_line Lab
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Stanoveni kreatininu (biosenzory)

Princip: polarografie (amperometrie)

Pouzivaji se dve kreatininove elektrody.

Jedna elektroda umoznuje stanovit kreatinin i kreatin pritomnée
v analyzovanem vzorku krve, druha elektroda stanovuje
pouze kreatin. Po odecteni obou signalu a tedy kompenzaci
interferujicich latek v analyzovaném vzorku krve je stanoven

Kreatinin.

Obé elektrody maji podobné slozeni liSi se jen v pocCtu imobilizovanych
enzymu na membrané (jedna elektroda obsahuje vsechny tfi enzymy,
druha elektroda obsahuje pouze posledni dva enzymy).

Kreatinin + H,O « kreatin (kreatininaza)
Kreatin + H,O — sarkosin + mocCovina (kreatinaza)
Sarkosin + H,O + O, — glycin + formaldehyd + H,0O,
(sarkosinoxidaza)

22
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Kreatinin + H20 <« kreatin (kreatininaza)
Kreatin + H20 — sarkosin + moCovina (kreatinaza)
Sarkosin + H20 + O2 — glycin + formaldehyd + H202 (sarkosinoxidaza)

Vznikajici peroxid vodiku (H,0,) je transportovan k platinové
elektrode, mezi elektrody je vlozeno polarizacni napeti
(675mV), dochazi k oxidaci peroxidu vodiku, pri které vznika
elektricky proud umérny mnozstvi peroxidu vodiku a tedy |

koncentraci kreatininu v analyzovaném vzorku krve.
Na anodé probiha oxidace (pfi které vznikaji elektrony) peroxidu vodiku
H,O, — 2H+ + O, + 2e-
Na katodé probiha redukce (pfi které jsou spotfebovavany elektrony) Ag+
(z AgCl) na Ag:
Ag+ +e- — Ag

Dva stribrné kationy jsou redukovany pri oxidaci jedné molekuly peroxidu
vodiku.

-
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Stanoveni mocoviny (biosenzory)

Princip: potenciometricky biosenzor se zakotvenou ureazou,
stanovuje se:
» vznikajici oxid uhlicity (pCO, elektroda)
Mocovina + H,0O — CO, + 2 NH; (ureaza)
* nebo amonne ionty vytvarene ze vzniklého amoniaku

NH, + H* — NH,*

NH
0=C{\H,+H0 COz+2NHj 24
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