Elektrochemické senzory

Bez elektrochemické transformace analyzované latky
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Pozadavky kladené na senzory

» Vysoky stupen specifity k cilovému analytu (resp. cilové skupiné analytu)

= Stabilita pf1 provoznich podminkach (teplota, pH, 1ontova sila)

= Opakovatelnost méreni

* Bez kontaminace méfeného vzorku
» Reprodukovatelnost pripravy

= Doba odezvy

» Snadna udrzba

» Nizka cena a vysoka doba Zivota
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Specifikace senzoru

= Citlivost je zména signalu senzoru (po ustileni odezvy) v dusledku
zmény koncentrace analytu dI

— _out

dIin

* Detekéni limit (zména koncentrace analytu, kterd zplisobi méftitelnou
odezvu, S/N=3 )

= Selektivita: Schopnost senzoru méfit pouze jeden parametr, u
chemickych slou€enin pouze jeden analyt.

Sensors’ mgnals. L ‘ J

Senzory,  které  nejsou
perfektné selektivni mohou
byt zapojeny do
senzorovych poli, analyza
signalu  vyuzivd  metod

Artificial neural network

umél¢ inteligence.

l .

Compound 1 Compound 2




Pravdivost, presnost, spravnost

=Spravnost (accuracy): Stupeii shody, se kterou méfici systém poskytuje ,,opravdovou*
hodnotu métené veli€iny (vyjadfovana ve formé odchylky, systematické chyby).

"Presnost (precision): Rozdil hodnot poskytovanych méficim systémem pii opakovani
méfeni (vyjadfovana smérodatnou odchylkou).

Spravnost + presnost = pravdivost

high accuracy low accuracy high accuracy

low precision high precision high precision




Integrace senzoru s elektronikou

v

Active surface -

Transducer

Sensor

( ]

integrate

Amplification / filtering / A/D conversion
sensor

y

Data storage and processing smart

Sensor




Potenciometrické senzory

» Vyzaduji senzor a referentni elektrodu.

" Potencial mezi nimi je méfen (mili)voltmetrem s (velmi) vysokym vstupnim
odporem.

= Siroce vyuzivany ve formé iontové selektivnich elektrod.

* Linedrni odezva na logaritmus koncentrace testované latky.
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= pro konstrukci ISE je klicové najit material, ktery je schopen selektivné
vazat analyt

" tento material je inkorporovan do membrany, kterd musi byt vodiva
(alespon trochu).

Membrany:

= sklenéné (H", pro ostatni kationty specialni skla (pfidavek Al,O; nebo B,0O;
umoznuje navazani jinych kationti nez H" (Na™, Li", NH,", K", Rb", Cs" a Ag")

= krystalické membrany (monokrystal nebo homogenni smés rozpraskovaného
materialu slisovana pod vysokym tlakem P, d~10 mm, Sitka: 1-2 mm. Vodivost:
dopovani nebo nestechiometrie, Ag™ v AgCl nebo Ag,S, Cu" v Cu,S. Fluoridova
Elektroda: stanoveni F-, LaF; krystal dopovany EuF,).

= kapalné membrany (organické s vodou nemisitelné kapaliny, kterymi je
napusSténa porovitd (PVC) membrana s iontovémeéniC¢ovymi vlastnostmi nebo
neutralni makrocyklickeé slou€eniny schopné selektivné navazat analyt v jejich
kavitach)



Ca?* elektroda
Ca?* + 2(R0O),PO* — Ca [ (RO),PO],
_Reservoir containing R:C 16~ C 18

~ liquid ion exchanger

Internal
reference solution —__
of calcium chloride

Silver—silver chloride
reference electrode

—____ Porous
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Liquid membrane
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»Coated wire* potenciometrické senzory

[ontové selektivni membrana je pfimo nanesena na vodivy substrat

——— Platinum wire

Insulating film

Sensor film
(PVC matrix with ion exchanger)

CWE muze byt zlepSena
vlozenim  vrstvy  vodiveho
polymeru  mezi  kovovou
elektrodu a 1ontoveé selektivni
vrstvu. Na tuto modifikaci Ize
nahlizet jako na nahradu

vnitintho elektrolytu tradi¢ni
ISE.

Dalsi zjednoduSeni je pifima
inkorporace rekognicniho
elementu do polymerni vrstvy.

Detailni teorie cCinnosti téchto
zafizeni neexistuje.



Lambda sonda

*Potenciometricky senzor podobny
pH elektrodé

*Membrana je z ZrO,, pracovni
teplota je 350°C

*Elektrody jsou z porézni platiny
*A<I: bohata sm¢s

Effective fone

Larmbda !
0.5 Zenzor Voltage:

0.0

Lambcda 0.97 Lambcda 1.00  Lambds 1.03
AF 14301 AF 14701 AF 15101




ISFET

ISFET = 10n selective field effect transistor
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LAPS senzor

LAPS = light addressable potentiometric sensor

specimen

2 @

~insulating layer

epletion layer

'--Sl substrate

ohmic & lazer beam

contact

signal -‘ : E : b-

= ¢1ip ma jen jeden kontakt (nevyzaduje
piivody ze strany méfen¢ho roztoku)

» ozafenim modulovanym IR svétlem dojde
ke vzniku fotoproudu, ktery je ovlivnén
nabojem na povrchu senzoru

= pozi¢ni citlivost (2D zobrazeni)

= inherentni pH citlivost S10, (Ta,O; aj.)
povrchu nebo bézn¢ IS membrany



Amperometrické senzory s predrazenou membranou
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H,S + 4H,0 - H,SO, + 8H* + 8e-
NO + 2H,0 —» HNO, + 3H* + 3e-
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2HCN + Au —» HAuU(CN), + H* + e

NO, + 2H* + 2e- > NO + H,O
Cl, + 2H* + 2e- —» 2HCI
O; + 2H* + 2e- > O, + H,0




Amperometrické senzory - biosenzory

e — Prof. Leland C. Clark

Father of biosensors
1918-2005
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In 1956, Clark published his definitive paper on
the oxygen electrode. I8

In 1962, he described "how to make
electrochemical sensors more intelligent" by
adding "enzyme transducers as membrane
enclosed sandwiches”.
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Glukosa oxidasa (EC1.1.3.4)

"A much used and much loved enzyme in biosensors"

OH
H OH
H EC1.1.3.4
OH H + 00 ——
HO OH +H
H OH

* holoenzym je tvofen dvéma identickymi
podjednotkami (80kDa)

» jedna podjednotka obsahuje FAD, druha vaze
glukosu

cobsahuje FAD jako kofaktor

* levny, dostupny v gramovych mnozZstvich

* glykoprotein

* odolny — optimum 70°C

* mezi 20 a 30°C aktivita téméf nezavisi na teploté
* nachazi se napt. na povrchu medu, kde reaguje s
glukosou a kyslikem, vznikly peroxid vodiku piisobi
antimikrobialné




Xanthin oxidasa (1.14.21.1)

hypoxanthin + O, — xanthin + O,~
xanthin + O, — kyselina mocova + O,~

» 270kDa,

* 2xFAD, 2x molybdenopterin, 2x [2Fe-2S]
ferredoxin

 hypoxanthin, xanthin a kyselina mocova jsou
produkty metabolismu purinil
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http://en.wikipedia.org/wiki/Image:XanthineOxidase-1FIQ.png

Berlinska modr

= pravdépodobné nejlepsi a
nejstudovanéjsi mediator
redukce H,0O,

= _artificial peroxidase
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Problém modifikace Berlinskou modii — redukovana forma (Prussian White) je
rozpustna ve vod¢. Existuje rozsahla literatura zabyvajici se stabilitou Berlinské modii
vuci redox cyklovani (proces je termodynamicky nestabilni, ale kineticky pomaly).

Fe, [Fel(CN)]; + 4 K*+ 4 e = K, Fe,[Fe!(CN),],  PW (Everitt salt)
Fe M[Fe'(CN)(]; + 3 A-=3 e + Fe,l[Fe!'(CN)A], BG
,herozpustn¢* PB 0.75 V vs. Ag/AgCl

KFel[Fe'l(CN)] + K"+ e = K,Fe[Fel(CN),]
KFe'[Fe'(CN)¢] = 2/3 K"+ 2/3 e + K 5[ Fe"(CN);],5[Fe"(CN)¢], 3

,,rozpustn¢* PB 0V vs. Ag/AgCl
2 K, Fe!l[Fe'(CN)(] + H,0O, + 2 H* = 2 KFe'l[Fe!(CN),] + 2 H,0 + 2 K*

V¢étSina sensoru vyuziva in situ vytvorené filmy BM. Nanostrukturovani muze, jak
bylo ukazano, zlepsit charakteristiky senzoru (reverzibilita, linearita). Nicmen¢, vrstvy
jsou nachylne k dissoluci. Tvorba rozpustnych forem BM je snadn¢jSi u vySsich pH. V
literatuie 1ze nalézt poklesy katalytického proudu H,O, 3x — 20000x pf1 prechodu od
pH=3 k pH = 6.



Amperometrické elektrody s membranou — NO selektivni elektroda

" pretreatment
= clektropolymerace NiITMHPP

» pokryti Nafionem
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.Pretreatment*

* mild pretreatment
" strong pretreatment
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Proudove hodnoty (a. u.), dosahované v
prubehu cyklovani potencialu (0 az 2,9 V,
50 Hz) pri aktivaci povrchu uhlikového
viakna senzoru v PBS (2 % NaCl).

Znazorneno prvnich 10 sekund procesu.

Detail pritbéhu proudu (a.u.) v procesu
aktivace uhlikového viakna mikroelektrody

(vysek z levéeho obr— cyklovani potencialu
0az 2,9V, 50 Hz)




Elektropolymerace NiTMHPP

I/InA

Polymerace 0,4 mM Ni-TMHPP
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Vrstva Nafionu

«Zlepsuje ,,skladovaci‘ charakteristiky senzorii
«Témer neprispiva k selektivité senzoru

100 cyklii, 100 mV/sec
*Voltamogramy neobsahuji piky
Ni(1l)/Ni(1ll)

CURRENT

POTENTIAL, V
Fig. 2. Continuous scan cyclic voltammogram (100 mV s~ !) of
NiTMHPP obtained on carbon fiber electrode in 0.1 M NaOH.

T. Malinski, Z. Taha, S. Grunfeld, A.
Burewicz, P. Tomboulian, F. Kiechle,
Measurement of nitric oxide in biological

materials using a porphyrinic microsensor.
Anal. Chim. Acta 279 (1993) 135-140.



Vlastnosti NO senzoru

Carbon fiber Selectivity: Detection limit Literature
modification Ascorbate Dopamine Nitrite NO [nM]
Ni-TMHPP /Nf| 1:18000 1:400 1:600 1,5
Nf./m-PD+resorcinol | 1 : 2000 1:200 1:600 60 — 80 [1]
Nf/o-PD| 1:750 1:18 1:780 6 2]
Nf./o-PD: 1:756 1:175 1:935 35 [3]
Ni-TMHPP/Nf.: 1:986 1:4 1:181 76 [4]
Nf.: 1:612 1:2 1:302 47 [5]
Odezva senzoru \% oblasti o
nanomolarnich koncentraci NO
. 504
8 x 4 nM NO <
— 404
1 x 20 nM NO g
3 304
Pted nastiiky roztoku NO byla elektroda
20+
ne€kolik hodin polarizovana pri 0
pracovnim potencidlu tak, aby proud 10 ; ; ; . ;
0 100 200 300 400 500 600

pozadi poklesl az na cca 15 pA.

Time (sec)




Schéma experimentu:

RAW 264.7 vysadime na kultivacni misku
a kultivujeme v DMEM médiu v inkubatoru
pti 5% CO2 a 37°C.

1. Pocet bun€k stanovujeme pomocou Coulter
Countru (Coulter®, Coulter Electronics LTD,
England)

2. Buriky o koncentraci 1x106/800 pl
inkubujeme 60 min. v 800pl MEM média.

3. Naésledné¢ do zkumavek s adherovanymi
bunkami aplikujeme lipopolysacharid (LPS)
— Sng/ml.

4. Mikrozkumavku umistime do métici
komiirky a snazime se umistit’ elektrodu na
dno, az k povrchu bungk.

5. Zapojime elektrodu a spustime méteni.

6. Po ukonceni pokusu a odpojeni elektrody
odpipetujeme médium.

7. V médiu nasledné pomoci Griessovy metody

spektrofotometricky stanovujeme koncentragi
dusitand (NO,-), ktoré jsou hlavnim
koncovym metabolitem NO.

Méreni NO produkovaného bunkami

A

—

A — miniaturni Ag/AgCl elektroda
B — senzor

C — pomocna elektroda
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DMEM + 10% FBS (5% CO,, 37°C)
MEM (NaHCO,, konstantni pH)



Vysledky
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Sensitivity Selectivity
Testovani parametrﬁ (nA/uM NO)  Dopamine Nitrite Ascorbate
senzoru pi"ed a po before after  before after before after before  after
experimentu s bunkamai Electrode 1 1.45 1.44  1:1060 1:443 1:570 1:542 >1:5000 >1:5000
Electrode 2 1.41 1.49 1:1156 1:335 1:500 1:428 >1:5000 >1:5000




