Elektrochemickeé prevodniky

 elektrochemicky meérici systém tvori nejméneée dve elektrody -
pracovni (mefrici) a referentni

« imobilizaci biorekognic¢ni vrstvy vznika bioelektroda, nejcastéji se
jedna o enzymovou elektrodu

» potenciometrické / amperometrické / konduktometrické




Referentni elektrody

 slouzi jako srovnavaci bod k méreni nebo nastaveni

potencialu pracovnich elektrod

 potencial je presné definovany a pokud mozno casove staly

Typ Zkratka EnHE (V) Esce (V)
Normalni vodikova elektroda
Pt, H2 (1 atm) | H* (a=1) NHE 0 0.2412
Kalomelové elektrody
Hg | Hg2Cl2 | KCI (...)
nasycena (sat.) SCE 0.2412 0
normalni (1 M) NCE 0.2801 0.0389
nasycena  NaCl (sat.) SSCE 0.2360 0.0052
Argentchloridové elektrody
Ag | AgCl | KCI (...)
nasycena (sat.) 0.197 -0.045
(3 M) 0.2042 0.037
normalni (1 M) 0.2362 -0.005
Ag | AgClI | LiCl (sat. v EtOH) 0.140 -0.101
Merkurosulfatova elektroda
Hg | HQSO4 | K204 (sat.) 0.655 0.414 -




Referentni elektrody

* miniaturni Ag/AgCl
* u biosensoru ¢asto kompromi
* pouze stribro (dratek, ploska, ...), obcas potazeno AgClI




Pomocneé elektrody

 tvoreny z dobréeho vodice
s dostatecnou plochou a
elektrochemicky neaktivni

* platina (dratek, plisSku, sit'’ka),

uhlikova tycinka, mnohdy staci i
nerezovy drat
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* Pracovni elektrody pro biosensory zahrnuji velmi
Sirokou Skalu materialu i konfiguraci: uslechtilé kovy (Pt,
Au), skelny uhlik, grafit a nejriznéjsi kompozitni smeési,
grafen, vodiveé polymery, organickeé vodive soli

* rozsah pracovniho potencialu je treba volit tak, aby
nedoslo k elektrochemickému rozkladu materialu
elektrody nebo k interferencnim reakcim (rozklad vody
nebo jinych slozek pracovniho roztoku, redukce
rozpusténého kysliku)

 dulezita je priprava povrchu elektrody pred viastnim
meérenim nebo imobilizaci biomolekul
 provadi se lesteni povrchu brusnymi prasky (diamantovy nebo
oxid hlinity), nasleduje oplachnuti a pripadné ozvuceni
ultrazvukem

* nékdy je treba odstranit povrchové necistoty (oxidy kovi) bud’
pomoci kyselin nebo anodizaci
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Uhlikove pastoveé elektrody (CPE)

- carbon paste electrode

- smeés vodivého grafitového prasku a spojovaci kapaliny
(olej, polymer)

« snadna priprava a regenerace povrchu

CPO

spatula
Carbon Paste Electrode f(




Pomucky

 cely — michané, prutocné

- stojany

* michaci systemy, temperace

« Faradayova klec pro stinéni

* lestici zarizeni

« propojovaci vodic¢e a konektory




Potenciometrickeé bioelektrody

- zakladem potenciometrie je zména
potencialu vyvolana akumulaci naboje
na rozhrani elektrody s roztokem

+ +

K K

prevodnikem je iontove selektivni elektroda (ISE) v kombinaci
S enzymovou vrstvou

rozsah meéritelnych koncentraci je dan ISE: 10 uyM az 0.1 M, pro
konecné biosensory typicky 0.1 az 10 mM

= odezva je logaritmicka (zména potencialu AE pfimo umérna log c)

meri se potencial pracovni elektrody proti referentni elektrode - ta
musi byt kvalitni (Easoveé stala), pritom v systému netece proud - je
treba meérici pristroj s velkym vstupnim odporem (operacni zesilovac)




Potenciometricke enzymove elektrody

potencial ISE pro sledovany iont (aktivita a; )
v pritomnosti rusivého iontu (aktivita a; )

RT .
E = EO +Z/__|n(a, +k/]-aj/y)

m sklenéna elektroda - H+ - méreni pH, bézne dostupna

m pevneé ISE (solid state) - tenka vrstva iontoveho vodice:
monokrystal nebo smés krystalu, precipitat; homogenni
nebo heterogenni (mnohonasobné levnejsi, vlastni material
dispergovan v inertni matrici (PVC, silikon, ...)

® na bazi oxidu kovu pro méreni pH:

M,O, + 2y(e + H*) -~ XM + yH,O
nebo dva oxidacCni stavy:
2MO,, + 2H* +2e - (2y-1)M,0 + H,0O

antimonova elektroda Sb/Sb,O,, dale Ir/IrO, nebo Pd/PdO,




ISE

» ukazka NH3 a CO2 ISE Crytur




Priklady potenciometrickych
enzymovych elektrod

* pH : penicilin (penicilinasa), acetylcholin (cholinesterasa),
esterasy, nukleove kyseliny (nukleasy)

*NH, / NH,* : mocovina (ureasa), aminokyseliny (oxidacni
deaminace - glutamat DH, oxidasa L- / D-aminokyselin; a,y-
eliminace amoniaku — L-methionin y-lyaza), nitrat a nitrit
(bakterie)

* CO, : mocCovina (ureasa), aminokyseliny (lysin dekarboxylasa,

tyrosin dekarboxylasa), laktat (laktat monooxygenasa -
dekarboxylujici oxidasa)

* |- : potenciometricka detekce peroxidu vodiku v pritomnosti
peroxidasy

* F- . peroxid vodiku (peroxidasa - oxidace fluorofenolu)
* CN- : amygdalin (B-glukosidasa)




Polovodicoveée sensory

* vyvhodou jsou miniaturni rozmery, masova produkce a tudiz nizka cena
ve srovnani s klasickymi ISE.

» zakladnim konstrukcnim materialem je kremik. Jeho vodivost je velmi
nizka, avsak pridavkem vhodnych stopovych primesi — dopovanim - lze
jeho vodivost zvysit - ziska se polovodic

- podminkou vodivosti je moznost volného pohybu elektront

Ec

I EEEEEEE———

energetické hladiny elektronu
11 eV u Cistého kremiku (nevodivy)

Ey

u kfemiku je zakladni valencni hladina E,, pIné obsazena, ale elektrony se
na ni nemohou pohybovat. Na vodivostni hladiné E je misto pro pohyb, ale
nejsou zde elektrony. Kineticka energie elektronu na E,, je za béznych
podminek kolem 0.04 eV, takze nemohou preskocit na vodivostni hladinu T .




» zvyseni vodivosti se dosahne dopovanim - atomy z V. (P,
As, negativni - n) nebo ze lll. (B, Al, pozitivni - p) skupiny
periodické tabulky

- tak pfi n dopovani se vytvofi donorova hladina elektront E

tésné pod vodivostni hladinou, takze prenos elektronu z E ’ha E.
je snadny

« opacné pusobi pridani atomu s volnymi pozice elektront (diry,
pozitivni dopovani), vytvori se tak akceptorova hladina E,

ED energetické hladiny elektronu
po pridani primesi

U polovodi¢ovych materialu se pak hladina, na které je pravdépodobnost
obsazeni elektrony 50%, nazyva Fermiho (Er). Nachazi se mezi EV a EC,
jeji poloha odpovida mnozstvi dopujicich atomu.




ISFET ion-sensitive field effect transistor

I
r L

Membrana SiO, VG

G gate
D drain

Kremik P-

S source

izolace - epoxypryskyrice

schéma zapojeni ISFETu | Vb




« odpor mezi S (source) a D (drain) se zmeni, kdyz se na hradlo G (gate)
privede napeti (zmeni se elektrické pole)

« povrch ISFETu mimo S a D pokryt oxidem kifemicCitym, oblast hradla G (gate) je
potazena selektivni membranou, ktera je v kontaktu s okolnim roztokem

« ostatni Casti jsou izolovany epoxypryskyfici
 potencial hradla se urCuje vzhledem k referentni elektrodé.

* jako iontové-selektivhi membrany |ze pouzit fadu materiall
- solid-state membrany pro sledovani zmen pH, material Si;N,, Al,O,, Ta,O;
« odezva ISFETU je logaritmicka (52-59 mV/pH), masova produkce

* polymerni membrany mohou byt napf.
valinomycin/PVC pro stanoveni drasliku

* heterogenni membrany

« tvori AgCl, Agl, AgCN krystalky v PNF
(polyfluorovany fosfazin).

* pfi vyrobé ISFETU se pouziva litografie

 Jiri Janata — jeden z prukopnikd
(University of Georgia, Atlanta)







LAPS biosensory

* konstrukcné jednodussi nez ISFETy, mozné pripojeni
kontaktu ze strany, ktera neni v kontaktu s roztokem

- zakladem kremikovy cip potazeny vrstvami oxidu
kfremicitéeho a nitridu kremiku

« povrch rozdelen na nékolik aktivnich oblasti pomoci dalsi
vrstvy SiO,, cely Cip ma pouze jeden kontakt

* v neosvetleném stavu neaktivni

* pokud se z druhé strany osvetli (IR LED, pri 940 nm
pronikne svétlo do kfiemiku 50 nm hluboko), dojde
k lokalni aktivaci a ziska se signal odpovidajici zménam pH
v aktivovane (,,adresovane”) zone

- vyvhodou jednoduché vicekanalové méreni




LAPS »light addressable
potentiometric sensor*

' . . ,
potenciostat | vymenny paskovy

| sensor s biovrstvou

referenéni a pomocna
electroda

LAPS struktura
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pritlak

-

pracovni roztok LEDky pro “adresovani”

se substratem

_

biomembrana
LAPS biosensor Threshold




« Cytosensor microphysiometer (Molecular

cytosensor Devices) se pouziva pro testovani toxicity
nebo fyziologickych ucinku IéCiv. Do
komurek se imobilizuji buniky (bakterialni

nebo tkanova kultura - fibroblasty,
keratinocyty, rakovinné bunky, 104 az 106).
b PFi mirném prutoku média se ¢ast bunék
D zachyti na povrch a v pfitomnosti substratu

vyvolavaji urcCitou zmenu pH, ktera je

umerna metabolickeé aktiviteé; napfr. respiraci

kiemik (P nebo N) 8I#I:(éc|)tzyy vznika kyselina mlécna a oxid

Po pridavku testované latky se pak
zaznamena odezva jako casova zmena
dpH/dt. Na konci pokusu se rychlym

( prutokem burnky z komurek vyplachnou a
/ \ ize zadit dalsi cyklus.

* Vhodné ucinek rustovych regulatoru,
hormonu, lymfokind, virt nebo virostatik.




Amperometrické sensory

« zaloZeny na heterogennim prenosu elektronu
mezi elektrodou a redoxnim parem molekul

 poskytuji jako signal proud, ktery je umeérny
koncentraci analytu. Proud / se obvykle méeri pri
konstantnim napéti (potencial E) pracovni elektrody

» velikost proudu prosla za dany cas t v systemu
udava naboj Q, ktery odpovida molarnimu mnozstvi
latky premenéne na elektrodach:

X Q=lt=nFm/M,

oX

red

F = 96487 C/mol znaci Faradayovu konstantu

* k elektrochemické oxidaci latek dochazi na anodeé
(I > 0), redukéni déje (/< 0) probihaji na katodeé

« smér proudu je totozny se smerem toku pozitivnich
ekvivalentu (nabojl)




Amperometrické mereni

* je mozné provadet v dvou- nebo trielektrodovém usporadani;

* pro prvni systém se napeti na pracovni elektrode W (working)
nastavuje proti pomocné elektrodé A (auxiliary, resp. counter)

+ v trielektrodovém usporadani se navic pouzije referencni elektroda R,
vuci které se nastavuje potencial pracovni

T - I+ ‘ - |+
Ref
Aux Work




Potenciostat

e zarizeni, které udrzuje konstantni potencial pracovni elektrody
vuci referentni nezavisle na prochazejicim proudu

rozsah - R,

_o

,o

e
>l |
SE{ T E
U. 0_> priklad konstrukce

potenciostatu
oL L

m zpracovani méfenych signalu Ize provadét pomoci zapisovace, nebo Iépe
pouzitim pocitaCe vybaveného analogove-digitalnim prevodnikem (A/D);
pomoci digitalné-analogového prevodniku (D/A) Ize fidit pracovni napéti




Potenciostat

* moderni digitalni konstrukce - analogovy obvod rizeny
A/D (sbér dat) a D/A (nastaveni excitacniho potencialu)
prevodniky

POTENCIOSTAT

>AS
777

¥ 7
‘ D/A ‘ ‘ A/D
3 v

POCITAC

Meérici usporadani

m obr. - mikroprocesorem rizeny osmikanalovy potenciostat, vystup dat na
externi pocCitaC pres RS232 rozhrani

N




Merici techniky

[ mperometriechronoamp. pulsni
¢as / /\

Voltametrie linearni cyklicka

normalni square diferencialni
pulsni

Techniky zalozené na méreni proudu

 dle ¢asového pribéhu
potencialu na pracovni
elektrode

* nejjednodussi je amperometrie

« chronoamperometrie umoznuje
ziskat informace o
prechodnych elektrodovych
jevech po skokové zméne
potencialu

 pulsni amperometrie zvysuje
podil signalu vicéi Sumu

* linearni a zejména cyklicka
voltametrie maji dulezitou ulohu
pri vyvoji amperometrickych
biosensoru

 pulsni voltametrické techniky
jiz vyzaduji pomeérné drahé
pristrojove vybaveni, i kdyz
potrebné pulsy lze relativné
snadno generovat pomoci
pocitace s D/A prevodnikem.




Amperometrickeé techniky

E

A ° zavislost potencialu E v Case f:

amperometrie
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chronoamperometrie pulzni amperometrie

vzorek

\
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akumulace produktu
= lepsi citlivost

lepsi signal/Sum




Voltametrie

E Iiny cyclic (CV)
sweep
e
t I\
e

t t

.

* uziteCné zejmeéna pri vyvoji
enzymovych elektrod - optimalizace |}
* pulzni voltammetricke techniky J

normal square differencial

pulse wave i:;:fv
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Elektrochemické merici zarizeni

 .laboratorni verze*

* enzymova elektroda
v michané nadobce

» potenciostat s LCD a
zapisovacem

* jednoucelovy system
*...~1990




Analyzatory

e Metrohm
Polarecord

EGG PAR 173
EGG PAR 263
 Autolab




Amperometrické detektory

*MPEROMETRIC DETECTOR ADLC 2

 ABD (Universal Sensors)
«ADLC2 (Lab. Pristroje)
...~1995




Ruchni systémy

PalmSens
* Univ. Florence
MEB (MU)
*iStat

*...~ 2000




Kapesni
systemy




Specifications:

dc-potential range
compliance voltage
current ranges

max. measured current
max. output current
current resolution

+ 2.000V
+45Y

1 nAto 100 pA (6 ranges)

+ 200 uA

+ 10 mA

0.1% of current range

1 pA at lowest current range

« Emstats (Palm Instruments)

* Microflow system (BVT
Technologies)

* pripojte k USB portu ...
(nebo k Bluetooth)
... ~2020




Konektory...

« opravdu rtiiznorodé (trochu to uzivateli zkomplikovat)




Mereni kysliku a H,0.,, - Clarkav sensor

Au (Pt) elektroda vyhodou sensoru je prakticky
zatavena ve skle absolutni specifita pouze ke kysliku -

rusiveé latky nemohou projit
Ag/AgCl elektroda predifazenou membranou.
Konstrukce elektrody pro stanoveni
elektrolyt peroxidu vodiku je podobna kyslikové
, s tim rozdilem, ze neni pouzita
membrana plynopropustna membana a pouziva
propustna pro O, se pozitivni polarizace, pfi které
nastava anodicka oxidace peroxidu

Elektrodova redukce kysliku (-750 mV) je Ctyrelektronovy proces:
H,0,+ 2 e - 2 OH

X

Elektrodova oxidace peroxidu vodiku (> 600 mV):




Kyslikovy sensor (ne elektroda)




Enzymove elektrody s oxidasami

* tyto enzymy oxiduji molekulu substratu (analytu) za ucasti
kysliku, pritom vznika bud’ peroxid vodiku nebo voda:

substrat + O, » produkt + H,0,
substrat + O, » produkt + H,O

 detekce peroxidu je obecné citlivéjsi (nulova vychozi hladina)

m oxidace peroxidu vodiku je
E— AN spojena s nebezpedim interference
0s T\—*— ze strany jinych oxidabilnich latek,
napr. v séru mohou vadit kyseliny

Proud

analyt askorbova a mocéova &i
Rozsahy paracetamol
H,O detekioru g gpecifita se da zlepsit predifazenim
0 v { > kontrolni membrany, ktera omezi

as pristup interferujicich latek




Prehled
oxidas

Substrat oxidasy Zkratka | EC cCislo koenzym | H;O,
Alkohol AOD 1.1.3.13 FAD ano
L-Aminokyseliny 1.4.3.2 FAD ano
D-Aminokyseliny 1.4.3.3 FAD ano
Askorbat 1.10.3.3 Cu ne
Bilirubin BRO 1.3.3.5 ne
Diaminy DAO 1.4.3.6 Cu ano
Fenol (Tyrosinasa) 1.14.18.1 Cu ne
Galaktosa 1.1.3.9 Cu ano
Glukosa GOD 1.1.3.4 FAD ano
L-Glutamat 1.4.3.11 FAD ano
Cholin 1.1.3.17 FAD ano
Cholesterol COD 1.1.3.6 FAD ano
p-difenoly (Lakasa) 1.10.3.2 Cu ne
L-Laktat LOD 1.1.3.2 FAD ano
L-Laktat (dekarb.) LMO 1.13.12.4 FMN ne
L-Lyzin 1.4.3.14 ano
Monoaminy MAO 1.4.3.4 FAD ano
NADH ano
Oxalat 1.2.3.4 Fp ano
Pyruvat 1.2.3.3 FAD ano
Sulfit 1.8.3.1 Mo ano
Urat(Urikasa) 1.7.3.3 Cu ano
Xanthin XOD  1.1.3.22 Mo ano- |




Enzymove elektrody s dehydrogenasami

* nejvetsi skupinou oxidoreduktas jsou dehydrogenasy (existuje pres

250 NAD* a 150 NADP* dependentnich enzymu), analyticky
vyznamné druhy jsou shrnuty v tabulce

 katalyzujici redoxni reakce s ucasti NAD(P)*/ NAD(P)H:

substrat + NAD(P)' +2e + H'

Prehled dehydrogenas

Substrat

Alkohol

Aldehyd

Alanin
Formiat

Galaktosa
Glycerol
Glukosa
Glukosa-6-fosfat
Glutamat

Zkratka
ADH
AIDH
Ala-DH
FDH
Gal-DH
Gly-DH
GDH
G6P-DH
GIDH

EC cislo
1.1.1.1
1.2.1.5
1.4.1.1
1.2.1.2
1.1.1.48
1.1.1.6
1.1.1.47
1.1.1.49
1.4.1.3

produkt +

3-Hydroxybutyrat | 3-HBDH
3-Hydroxysteroid | 3-HSDH

Isocitrat |ICDH
Inositol IDH
L-Laktat L-LDH
D-Laktat D-LDH
L-Leucin L-LeDH
L-Malat L-MDH

Sorbitol SDH

NAD(P)H




Detekce NAD(P)H « elektrochemicka detekce NADH je

mozna amperometrickou reoxidaci

vznikajiciho NADH (E® -560 mV/SCE);

©E Fenazin methosulfat prima Qg(ldavce vyzaduje VYSOky .,

7 potencial (pres 1 V na uhliku), nastava
CH3OSO3 dimerizace a adsorpce produktu na

povrch elektrody

R: methyl Meldola Blue « reoxidace se mize provést lépe
prostrednictvim modifikujicich latek (E® -
Q 200 az -50 mV) vazanych na povrchu
elektrody
H,N N’ R,

R: ethyl Njile Blue * nejCasteji se pouzivaji fenaziny,
fenoxaziny a fenothiaziny, oxidace

H3Cj©iNm nastava jiz kolem 0 V/SCE

.\ * [ze uzit také hexakyanozelezitan nebo

AN S N'Me; TTF.TCNQ ’

 prubéh reakce je homogenni - vznika
charge transfer komplex CT, po rozpadu
je pak reoxidovan mediator, pritom E >
EO

* |ze pracovat pri nizsim potencialu

x:H Toluidine Blue O

X: naphthoyl Naphthoyltoluidine Blue O

M, + NADH <= = CT

CT —> M,,;, + NAD"
ered% M,, + 2e¢ + n




 pfimy prenos elektronu pro konstrukci
biosensoru je tento proces atraktivni -
zjednodusil by konstrukci; bohuzel, primy
prenos elektronu z biomolekul na elektrody
byl pozorovan u malych redoxnich bilkovin
(cytochromy c a b, azurin, ferredoxin) a

substrat
produkt
nékterych enzymu (lakaza, peroxidaza).
m primy reversibilni pfenos elektronu z biomolekuly (bilkovina, nukleova
kyselina) je obvykle ztiZzen fadou faktoru.

m V bilkovinach se sice vyskytuje cela rada redoxne aktivnich skupin
(disulfidické mustky, Fe-S skupiny, flaviny, hem, fada iontt kovu), ale
nachazi se obvykle uvnitr molekuly

m  kontakt redoxni skupiny s povrchem elektrody je mozny pouze pro

urcitym zpusobem orientované molekuly, coy vyrazné snizuje proudové
odezvy. Velikost molekuly zase vede k velmi pomalé difuzi.

m navic se biomolekuly Casto adsorbuji pevne na povrch elektrod a
dochazi tim souCasné k jejich denaturaci. 1

0’.‘\




Prenos elektronu z biomolekul

 pro usnadnéni vymény elektronu

E mezi enzymy a elektrodou se
ox v "y ,
pouzivaji nizkomolekularni redoxni
e latky — mediatory
E,.  pouziti mediatoru urychluje a

obvykle vubec umoznuje vymeénu
. o elektront mezi aktivnim centrem
Pozadavky na mediator enzymu a elektrodou.

reaguje s biokomponentou a elektrodou

m dostatecné rychly pfenos elektronu (méla by byt znama
stechiometrie a pocCet prenasenych elektronu)

m stabilni formy (redukovana i oxidovana) za podminek pouziti
neucastni se postrannich reakci (napf. s kyslikem)

= vhodny redoxni potencial (vétSi rozdil redoxnich potenciall E° mezi
enzymem a mediatorem sice zvétsi uziteCny proud, soucasné vsak
naroste také Ssum, nebezpeci interferenci a doba ustalovani pozadi)

bez vlivu pH na prubéh redoxni reakce
netoxicky (napf. pro aplikace in vivo)
m vhodny k imobilisaci (nerozpustny Ci snadno adsorbovatelny)




Mediatory

Nazev

E® (V)

tris-(2,2’-bipyridyl)ruthenium(lil)

1.031

tris-(2,2’-bipyridyl)osmium(lil)

0.603

ferrocen-1,1’-dikarboxylova kyselina

0.403 ferrocen Fc

ferrocenylmethyltrimethylamonium

0.388

1,1’-bis(hydroxymethylferrocen]

0.224

ferrokyanid K*[Fe(CN)e]*

hydroxyethylferrocen

o =]

N,N‘-dimethyl-p-fenylendiamin

0.139

ferrocenoctova kyselina

0.124

p-benzochinon

0.039 tetrathiafulvalen

N,N,N‘,N‘-tetramethyl-p-fenylendiamin

0.029 TTF

2,6-dichlorfenolindofenol (DCIP)

-0.016

1,2-naftochinon

-0.090

fenazin methosulfat (PMS)

-0.161

methylenova modr

-0.230

tetramethyl-p-benzochinon (durochinon)

-0.191

2-hydroxy-1,4-naftochinon

kYl tetrakyanochinodi-

fenosafranin

-0.493 methan TCNQ




Pouziti mediatoru
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primy prenos v rozto v micelach v elektrodé

kovalentné na 3D-polymerni navazany na
elektrodé mediator enzym ~




Biosensor pro glukosu
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Konduktometrie

A w
-

4

m Impedance

- stridavé napeéti (sinusoidalni
vInem} se privadi na
dvouelektrodovy system

* neuplatni se faradaické procesy,

konc. polarizace, nabijeni dvoj-
vrstvy

* mimo velikosti napéti Vm (bézné
kolem 100 mV) lIze meénit i
frekvenci f (w=21rf
"spektroskopie")

- studuje se odezva systemu
(elektrody a prostredi mezi nimi),
meéfri se proud i a jeho fazovy
posun 0.

m Impedance Z je vektorova veli€ina charakterisujici chovani systému v
pritomnosti stridavého napéti. Jako komplexni veli€ina ma velikost |Z| a
uhel 0, nebo slozky realnou R (resistance) a imaginarni X (reaktance). Plati

pro ni nasledujici vztahy:

. Z=R+jX tg8=—XIR |Z|=(R2#X))"2  |Z|=V,_]i_




Konduktometrickeé biosensory

» sledovani zmen vodivosti pri biochemickych reakcich vyzaduje produkci
Ci spotfebu iontu nebo zmény velikosti nabitych ¢astic. Produkce iontu je
spojena s ucinkem hydrolas a amidas, zmena velikosti nabitych Castic
probiha u reakci fosfatas, sulfatas Ci nukleas. Velmi pohodiné tak Ize
napf. provadét stanoveni neutralnich lipidu, které po nastépeni lipasou
poskytuji ionty. Klasickym prikladem je vSak reakce ureasy pfi stanoveni
mocoviny:

NH,CONH, + 3H,0 7 — 2 NH,* + HCO, + OH"

 problémem je vlastni vodivost pracovniho prostredi (pouziti malo
vodivych pufru - organické, napr. imidazol); také zménu vodivosti
vyvolanou samotnym pridavkem vzorku je tfeba odlisit, je zadouci
zanedbat zmeény vodivosti v celem roztoku a sledovat predevsim tesné
okoli elektrod s imobilisovanymi enzymy (vlastni signal v dusledku

bioreakce), proto se vyhodné pouziva diferencni usporadani.




Konduktometrickeé prevodniky

kontakty

izolace

ukazka dvojitého
konduktometrického prevodniku
(sitotisk, rozmeéry 7 x 25 mm)

detail elektrod
interdigitated array

£

R

enzymova referentni vrstva
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Opticke prevodniky

 zdroje svétla:
* lasery
 svétloemitujici diody (LED)
» vybojky (pro UV oblast - Xe)
* lampy (halogenové, deuteriové)

» detektory pro méreni intenzity svetla:
» fotonasobice - jsou nejcitiveéjsi, nevyhodou je potreba vysokého napéti
 fotodiody ,,avalanche® - o néco méne citlivé, vetsi sum
» obycejné fotodiody (1000x méné nez fotonasobice), vykazuji vetsi Sum
(maly vnitrni odpor), velmi levné, mechanicky stabilni a vhodné
zejména pro prenosna zarizeni
» fotodiodova pole - DAD ,,diode array detector” - linearni rada fotodiod

vedle sebe (100 - 2000), profil intenzity v zavislosti na uhlu dopadu
(spektrum)

« CCD resp. CMOS prvky (videokamery) - plosny profil intenzity, ,,image*
techniky




Princip laseru

» Light Amplification by Stimulated Emission of ais e
Radiation (zesilovani pomoci stimulované emise) e e——ETTTTT

* svetlo ve forme uzkeho svazku, je polarizovane, k
monochromatické

* slozky: aktivni prostredni, rezonator, zdroj energie
el, privody

« funkce: zdrojem energie je do aktivhiho média s kbntakty
pumpovana energie, vybudi elektrony, ty pri padu
na nizSi energetickou hladinu vyzari fotony

 fotony nasledné vrazeji do dalSich elektronu, zase | == prechod
je vybudi = zesilovani toku fotonu, jestlize tok
dopadne na zrcadlo s odrazivosti 100% je zpatky
odrazen do zesilovaciho procesu, nebo narazi na polopropustnée zrcadlo,
které paprsek propusti ven

« aktivni prostfedi - oddélené kvantové energetické hladiny elektronu
* plyn nebo smés plynu (plynové lasery)
« monokrystal - hladiny vznikaji dopovanim (pevnolatkove)
 polovodi€ s p-n pfechodem (u diodovych laseru)
* polovodi¢ové multivrstvy — jsou zakladem kvantovych kaskadnich lasert

 pfechod elektronu z vys$Siho do nizSiho stavu pfi sou¢asném vyzareni fotonu:
« spontanni emise (pfi nizkém stupni obsazeni vysSi hladiny)
- stimulovana emise (generace laseroveho zareni) - je treba Cerpanim dosahnou*
tzv. populacni inverze, kdy vysSSi hladina je obsazena vice elektrony nez nizsi

rubin. tycka polopropust.
zrcadlo vybojka zrcadlo

vysokéhn na péti

chlazeni

hv

. oblast P

oblast N

Konstrukéni schema injekéniho
polovodicového laseru.







Lasery
TECHNOLOGY

Diode Laser Assemblies
Diode-Pumped Solid-State
Argon-lon

Krypton / Argon

Helium Neon

Helium Cadmium

WAVELENGTHS (hm)

360-440, 635-830, 1550

457-488, 532, 561

457-488, 496-514

476-514, 568, 647-752

543, 594- 633, 1523

325, 442

ATTRIBUTES and OPTIONS*

1-100 mW turnkey and OEM assemblies, high speed modulation,
guaranteed performance using telecom standards

Superior stability +10 to 40° C. Verification data for performance
and reliability. Modules for unique/constrained mounting

Air-cooled to 500 mW. Remote cooling. Single-line, tunable, and
multiline for fluorescence applications

Economical multiline source for microscopy, fluorescence, and
other applications. Mirrors can be replaced for other outputs

Frequency stabilized, Brewster’s tubes, plasma tubes, laser heads,
power supplies, integrated assemblies with beam delivery

Single or dual wavelength output. Economical UV and violet
light sources for inspection, stereolithography, and fluorescence

10,000

10 -

MAXIMUM POWER (mW)

[LLLE]L] III*II [LLLIT L]

1000 |- === = = e e

4 - S

325 405 430 442 454 457 465 472 476 483 488 496 502 514 520 532 543 561 568 594 612 633 635 647 670 675 676 685 752 780 B30 840 1523

AVAILABLE LASER WAVELENGTHS (nm)




Incoming Photomultiplier Tube

Fotonasobic PROIONY |11

c?ﬁéﬁ'e / ﬁ Dynodes “

d Anode 11

 PMT, Photo Multiplier Tube

» citliva el. souCastka k registraci
slabého zareni

Focusing
Electrode

Voltage Dropping
Resistors

. Ou
. . Figure 1 T ¢ Meter
* princip:
« zareni dopadajici na fotokatodu z ni uvolni nékolik primarnich elektronu

* v el. poli jsou tyto elektrony urychlovany k dalsim elektrodam
(dynodam), na kazdé z nich uvolni dalSi sekundarni elektrony

* vznika stale silngjSi proud elektronu, ktery vyvola v méficich obvodech
fotonasobicCe elektricky impulz

 kanalova konstrukce

Photocathode

L]
I
Channel Curved Channel Output
Entrance Connectors




Dalsi fotodetektory

* Fotorezistor
* princip - vnitfni fotoelektricky jev, nelinearni, pomaly (zavisi na
osvétleni), sniZzuje odpor s rostoucim ozarenim
» monokrystal polovodiCe nebo polykrystalicka tenka vrstva (CdS)

nanesena na nosné destiCce, dva kontakty, hermetické pouzdro
zarucujicim pristup zareni

 Fotodioda

* PN a PIN, foton vstupujici do polovodi€e s dostate€nou energii muze
byt absorpovan, pricemz vznikly volny elektron a dira vytvari
v polovodiCi napéti (fotovoltaicky jev) nebo zvétSuji jeho vodivost
(fotovodivostni jev)

* lavinové (avalanche) PIN fotodiody - vykazuji vlastni zesileni. Toto
zesileni fotoproudu je zpusobeno pfilozenim napéti, které urychluje
dopadajicimi fotony vzniklé nosiCe naboje natolik, ze pfi srazce s
mfizkou krystalu polovodiCe dojde k vyrazeni dalSich (sekundarnich)
elektronu

* Fototranzistor
* misto baze dopada svetlo, zesileni 10 az 100x




CCD detektor AvaSpec

Focussing mirror

Collimating mirror

Grating

Slit, mode stripper

Detector

MA connector

A A
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\\ = B B ; |

. e e 1
e = i

e ;




Porovnani detekcnich elementu

Detector
Type

# Pixels, pitch

pixel
width/height

Sensitivity
(HL2000, 8 pm
fiber)

Peak wavelength

Signal/Noise

Dark noise

Wavelength
range

Frequency

TAOS 102

Photo diode
array

102, 85 pm

77 x 85 pm

3400 counts @
5ms int. time
(AvaSpec-102)

750 nm

1000:1

Ca. 11 counts

360-1100 nm

2 MHz

HAM256

CMOS linear array

256, 25 pm

25 x 500 pm

3000 counts @
100 ms int. time

500 nm

10.000 :1

200-1000 nm

330 kHz

HAM1024

CMOS linear array

1024, 25 um

25 x 500 pm

3000 counts @
200 ms int. time

500 nm

10.000 :1

200-1000 nm

330 kHz

SONY2048

CCD linear array

2048, 14 pm

14 x 56 pm

13000 counts @
2ms int. time

500 nm

1000 :1

Ca. 22 counts

200*-1100 nm

2 MHz




Opticke prevodniky

* pomocneé prvky
 zrcadla (normalni, polopropustna), hranoly
* mrizky, filtry
« sterbiny, zaverky
 polarizatory, depolarizatory
 lampy (halogenové, deuteriové)

- svetlovodné prvky
 planarni (vrstvy)
 cylindrické (opticka viakna)

presna vyroba, nakladné




Optické viakna ifeni paprsku ve svétlovodu

jadro (core) - index lomu n,

plast (cladding) -n,, N,<nN,
mechanicky obal

kriticka mez

uhel dopadu vetsi
nez kriticka mez
- paprsek se Siri

| |
numericka apertura - uhel dopadu mensi nez kriticka mez




Merici konfigurace ——

* nejbéznéji se opticka vlakna v oblasti biosensoru pouzivaji pro pfimé
ozarovani vzorku (extrinsic sensing), interakce se tedy uskutecnuji
na konci vlakna:

—
D

> D

dual fibre

beam splitter vzorek

\‘f bifurcated

viakna




Fotometrie ortickakyveta

intenzita /, /

© D

detektor

tloust’ka /

A — ECZ Lambert-Beeruv zakon

« pokles intenzity (absorbce) svételného paprsku po pruchodu kyvetou
s barevnou latkou je umérny koncentraci stanovovane latky

* vV praxi se pouziva absorbance A, ktera je primo umeérna
koncentraci ¢ (extinkCni koeficient € pri daneé vinové délce je
konstantou umernosti) a velikosti / kyvety

« absorbance je bezrozmeérna veliCina
* (rozptyl svétla se obvykle zanedbava )




Fluoresce“ce intenzita /,

fluorescence
(kolmo na excitacni

I, = kel papraek

zdroj svétla It
Iy >> I

- je vyuZivana velmi €asto z duvodu dotekt
vysokeé citlivosti etektor

* absorbci energie prechazi molekula do excitovaneho stavu,
navrat do zakladniho stavu je provazen emisi zareni —
fluorescence

* intenzita fluorescence /I zavisi na absorbanci a kvantovem
vytézku @

« emisni spektrum latky je oproti excitacnimu posunuto k vyssim
vinovym délkam (Stokesuv posuv)

* pro budici zareni se Casto pouziva svetlo laseru, je take
vyhodné pouzivat polarizované zareni




Meyrici konfiqurace m—
9 E——

e pri tzv. intrinsic sensing opticky vodiC neslouzi jen pasivne pro vedeni
svetla, ale chemické zmény v tesném okoli svetlovodu se sleduji na zakladée
vyvolanych zmenenych podminek pro vedeni uvnitr svetiovodu

Pri vedeni svétla uvnitr svetlovodu dochazi
‘immﬁmm\ k interferenci mezi dopadajicim a
odrazenym svetelnym paprskem a tim
vznika elektromagnetické stojaté vineni
kolmé k odrazejicimu povrchu (tlumena
vina, evanescent wave)

V tenkém svétlovodu pfipada na jednotku délky mnohem vice odrazu.
Svétlo se zacina sirit pouze v urcitych diskrétnich modech, danych
pouze urcitymi uhly dopadu. Mody Ize urcit na zakladé priméru
svétlovodu, indexu lomu a vinové délky svétla. Za téchto podminek se
mimo jiné zachovava fazova koherence laserového paprsku.




Exponencialni vina z

mod: 0

» elektromagneticka vina se siri do okoli mimo svétlovod, pritom jeji
intenzita klesa exponencialné se vzdalenosti od rozhrani
(,,exponencialni vina®)

* na vnéjsSim povrchu svétlovodu muze dochazet k interakcim
s pritomnymi latkami

* energetickeé profily exponencialni viny jsou pro tri zakladni mody
ukazany na obrazku

 pro vysSsSi mody narusta podil ,,vnéjSi energie* a zvétSuje se
penetracni hloubka.




Enzymove optody

* Primé typy - opticky mérena latka (nejcasteji fluorofor) se pfimo vyskytuje
v biokatalytickeé reakci.

* NADH - pomeérne ,slaby” fluofor (®; = 0.02), extinkCni a emisni maxima
jsou pri 350 a 450 nm. Biorekognicnim elementem jsou dehydrogenasy
Imobilisované pred koncem optickeho vlakna. Aby se i koenzym dal
zachytit v systému biosensoru, pouziva se jeho konjugat s
polyethylenglykolem, ktery neprochazi dialysacni membranou. Vyhodna je
konstrukce sensoru pro alkohol, kde je vzorek oddelen mikroporezni
teflonovou membranou, NADH se nachazi ve vnitfnim roztoku sensoru.

- Existuje fada pokusu vyuzit fluorescenci flavinovych koenzymu (FADH,,
FMNH,) vazanych pevne v molekule mnoha oxidas. Pri vyssi koncentracn
substratu se zpomaIUJe zpétna oxidace redukované formy kyslikem a
intensita ,vnitrni® (intrinsic) fluorescence redukovaného koenzymu
narusta. Vyhodou je reversibilita takového systém

* U sensoru vyuzivajicich celé bunky se sleduje vnitrni fluorescence NADH
(je umérna metabolické aktivité).

« Chlorofylové optické sensory se konstruuji pro detekci toxicity pusobené
latkami inhibujicimi fotosystém u rostlin.




Enzymove optody

« Neprimé (,mediované®, extrinsic) optické biosensory vyuzivaji optické

LI Y 4]

« sledovani kysliku vyuziva zhaseni fluorescence indikacni molekuly,
pokles intensity fluorescence je dan Stern-Volmerovym vztahem:

I, =1 [(1+ K4 [0,])

* Indikator se obvykle nachazi v silikonove vrstve pred Ccelem optického
viakna. NejCasteji se pouziva kyselina pyrenmaselna (pyrenebutyric acid,
PBA), excitace pfi 350 az 400 nm; dalSi moznosti jsou perylen a
dekacyklen, organokovove komplexy ruthenia lze vyhodné excitovat pfi
460 nm, takze jako zdroj muze slouzit modra LED.

(CH2)3CO0R = pH zmény Ize sledovat pomoci acidobasickych
indikatoru. Z fluorescencnich Ize pouzit napf.
@ umbelliferon. Absobcénich indikatorl je cela

1-hydroxypyren-3,6,8-trisulfonovou kyselinu
(HPTS, pH prechod 5 az 8) nebo 4-methyl-
O PBA rada, kresolova zelen a bromthymolova mo: .




LED Sensor tip 0, sensitive

.

\

Detector \ Emitted
fluorescence light

Optoda pro kyslik

Complete oxygen
measurement system

&

Fast and convenient

Replaceable sensing element OpfoCap replacement

* Mettler-Toledo




Luminiscence AN B % X+hv

aktivace rozpad

- je to emise svétla z molekuly v excitovaném stavu, ktery vznikli
jako dusledek chemickych reakci

» kvantovy vytézek luminiscence odpovida podilu poc¢tu vyzarenych
fotonl a excitovanych molekul, u pfirodnich systému muze
dosahovat az 90%

* intenzita / vyzarovaného svétla je zavisla na Case, v urcitém
okamziku prochazi maximem (¢t,,_.,)

lnl]i2
I=IA], " [exp(=Fi) = exp(—k:0) o =
1 2 ) - 1

vztah mezi luminiscenci a latkovym mnozstvim analytu se urci kalibraci




Chemiluminiscence

* ucinnost luminiscence zavisi na chemickém vytézku reakce poskytujici
aktivovany meziprodukt (B*), podilu excitovanych molekul a kone¢né na
fluorescenénim vytézku (ten by se mél blizit 1)

 aktivovany meziprodukt je vyhodngjsi v singletovem stavu; delsi zivotnost
tripletového stavu zvySuje pravdépodobnost,zhasnuti® ve vedlejSi reakci.

» pro citlivou detekci peroxidu vodiku se pouziva luminol (5-amino-2,3-
dihydroftalazin-1,4-dion); intensita svétla je umeérna koncentraci H,O,, jako
katalyzator se muze uplatnit ferrikyanid, hemin nebo v neutralnim prostredi
peroxidasa, v nevodném prostfedi vyvola luminiscenci jen kyslik a baze

 celkovy vytezek je pouze 0.01 (Spatna fluorescence)

@) b S
COO
NH +H.O, +OH N
| - 2 | — p hv + 3-aminoftalat
] N katalyzator COO "N
NH, O | NF2 >




Bioluminiscence

« emise svétla pfi (bio)chemické reakci v zivém organismu (cca 1000 druhu)
se ucastni enzymy luciferasy; tyto enzymy §tépi substrat luciferin (razné
druhy dle organismu), pfiCemz dochazi k emisi svétla

- svetluska (firefly, Photinus pyralis) luciferasa (EC 1.13.12.7) oxiduje
prislusny luciferin za ucCasti ATP, emise pri 560 nm, vytézek asi 0.88 (!):

HO S N COOH ) HO S N 0
ATP, O,, Mg2*
\C[Hj"’ 2 Mg™ \C[Hj + AMP + PP, + hv
N S N S +CO, + H,0




m moriskeé bakterie (Vibrio fischeri, V. harveyi, Photobact. phosphoreum)
luciferasa (EC 1.14.14.3) az 5% obsahu bunky, oxiduje aldehydy (>Cg,
dekanal, tetradekanal); v burice obsahuji i NAD(P)H:FMN oxidoreduktasu:

NAD(P)H + FMN + H+ NADH oxidoreduktasa > NAD(P)+ + FMNH2

Luciferasa

FMNH> + R-CHO + O > FMN + R-COOH + H,O + hv

® COZ umoznuje napojeni na dehydrogenasy - spolu s bakt. luciferasou jsou
imobilisovany na konec optickeho vlakn




Aplikace bioluminiscence

« citliva detekce ATP - 1012 M, stanoveni biomasy

 stanoveni s ucCasti ATP (kreatin kinasa, ATPasa, pyruvat
kinasa, ...)

» specificka detekce druhu mikroorganismu pomoci
bakteriofagu nesoucich lux gen (z Vibria, u svétlusek luc

geny)

« citliva detekce tézkych kovu (rtut, arsen): genovy konjugat
mer-lux (mer je promotor aktivovany HQ) je vpraven do
plasmidu v E. coli, v pfitomnosti rtuti se aktivuje, probéhne

exprese luciferasy a nasleduje luminiscence, citlivost 200 nM
rtuti

« stanoveni Ca?* - plisobi rozpad a luminiscenci fotoproteinu
(peroxoforma luciferinu vazana v komplexu s luciferasou,
Aequorea)




Zhodnoceni optod
* Vyhody:

neni treba referentni prvek

imobilizovana faze nemusi byt ve fyzikalnim kontaktu s optickym systémem
(snadna vyména biovrstvy)

stabilni kalibrace (zvlasté pfi pouziti dvou vinovych délek)

soucasné mohou reagovat na nékolik analytu (rizné reagenty, rizné vinové
delky) - vysoka hus-tota prenosu informaci

nemaiji vliv interference elektromagnetické povahy (lze provadet méreni na
velké vzdalenosti)

pfi pouziti v zivém organismu nehrozi elektricky Sok (pfi zkratu)

* Nevyhody:
neni reference pri méreni intenzity svétla (svitivost zdroje kolisa), proto je
treba kalibrace ve dvou bodech
dynamicky rozsah je omezeny (pro pH 2 az 6 radu, elektrochemicky 12!)
odezvy jsou Casto pomalé
dlouhodoba stabilita je limitovana vy€erpanim indikatoru (fotorozklad, radéji
"svitit" meéne intenzivne)
vadi svetlo z okoli




Kalorimetricke biosensory

* vyuzivaji zmeny teploty v prubehu enzymovych reakci (néktere typicke
priklady jsou uvedeny v tabulce). Pfi konstrukci biosensoru to je spise
okrajova zalezitost, ale existuji nektere analyty, pro které mohou byt
kalorimetrické prevodnlky zvlaste vyhodne. Meze detekce byvaji do 10 yM,
rozliSeni 0.001 °C; vyvoj tepla pfi biochemickych reakcich (—kJ/mol):

Katalasa GOD Hexokinasa Laktat DH Ureasa Urikasa

H,0, glukosa glukosa pyruvat mocovina kys. mocCova
100 80 28 62 61 49

» pokud vlastni reakce s analytem neuvolnuje teplo, |ze zaradit nasledny krok
uvolnujici teplo:

oxidasa U0 - H,O,00 - katalaza
hydrolasy [ [0 - anion + H* J O - hydratace na H;0O"

 hydratacni teplo protonu Cini v Tris pufru AH = —48 kJ/mol, ve fosfatu je
AH = —-4.7 kJ/mol

* recyklacni pochody umoznuji produkci tepla nekolikanasobnée zvysit




Termistor  prevodnikem je obvykle termistor, jeho
odpor R zavisi na teplote T:

1/T=a+bInR+c(InR)?

« Casto se pracuje v prutocném sytému s
enzymovym reaktorem tepelné izolovanym
od okoli

 pouziti diferencialniho usporadani
umoznuje pracovat pri teploté mistnosti

* méreni odporu termistoru se provadi
pomoci Wheatstoneova mustku

* jiny pfevodnik muze byt termoclanek
(CMOS)

Enzymovy reaktor
s termistorem

Vyhodou je, Ze nevadi Castice ve vzorku, interferujici latky nebo zbarveni.
Nékdy takeé jiné metody mohou byt dost tézkopadné, napr. stanoveni
triglyceridu lipazou se sleduje kalorimetricky velmi vyhodné




