Elektrochemicke metody

Konduktometrie
Coulometrie

Potenciometrie, lontové selektivni elektrody (ISE)

Voltametrie (Ampérometrie, Polarografie)
Biosenzory
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Elektrochemie

Elektrochemie se zabyva studiem zavislosti
elektrochemického chovani roztokt na jejich
koncentraci a slozeni.

Zakladem je prace s elektrodami a elektrochemickymi
clanky v roztoku.

Elektroda = heterogenni elektrochemicky systém
sestavajici se z kovoveho vodice (vede el.proud
pomoci elektronl), ktery je v kontaktu s roztokem
elektrolytu (vede el.proud prostrednictvim iontl)




Elektrochemicky clanek se sklada ze dvou
poloclanku, tvorenych napr. kovovou
elektrodou ponorenou do roztoku iontu
elektrodoveho kovu.

Poloclanky jsou navzajem vodive propojeny,
napr. solnym mustkem.

V kazdem polocClanku se nachazi oxidovana a
redukovana slozka, ktereé spolu vytvareji
redox par.




Mereneé elektricke veliciny

Napéti (potenciél, potencialni rozdil)
Proud

Naboj

Vodivost




Mérene analyty

le pCOZI pOZ

Na*, K+, CI

Glukoza, laktat, mocovina,
Kreatinin,...

Caz*, Mg?+, Lit, ...

Cistota vody

Metanefriny, katecholaminy, ...




Faradayovy zakony

|. Hmota vyloucCené latky pri elektrolyze je primo
umerna proslemu naboji

ll. Hmoty ruznych latek vyloucené tymz nabojem
jsou chemicky ekvivalentni




Konduktometrie je elektroanalyticka metoda, ktera

umoznuje merenim vodivosti mezi dvema elektrodami
stanovovat koncentraci rozpustenych latek.
Vodivost zavisi na:

e koncentraci rozpustenych latek v roztoku
e teplote

e plose a vzdalenosti elektrod

Vodivost (G) je reciproka hodnota odporu (G = 1/R)
Jednotka: S (siemens)

Elektricky proud je umérny vodivosti U

Ohmuav zakon R=—

/




Meérna vodivost

Jednotka: S.m! (siemens/metr )

Pouziti: kontrola Cistoty vody
destilovana H>O 1uS.m’
H>O pro HPLC 0,17uS.m"’

pocitani krevnich bunék v prutokovych
cytometrech (hematologie),....




Méreni merné vodivosti

* Dve Pt-elektrody v konstantni vzdalenosti
» Vodivostni nadobka

® Aby pri prlichodu elektrického proudu roztokem nedochazelo soucasné
k polarizaci elektrod (zplsobuje zdanlivé zvyseni odporu) nebo k elektrolyze,

vklada se na elektrody Stridave napétl’

 Ke kalibraci se obvykle pouzivaji roztoky KCI
(0,01 mol/l KCI; t = +18°C; 0,1211 S.m™")




Coulometrie je elektroanalyticka metoda, pri které se

meri velikost elektrického naboje (Q, coulomb)
prochazejici mezi dvema elektrodami.

Velikost elektrickeho naboje je primo umeérna oxidaci nebo
redukci stanovovaneé latky na jedné z elektrod.Preneseny
naboj je Umérny mnozstvi stanovované latky (Faradaylv
zakon)

=7, 2 2 ¢

Q (mnozstvi preneseneho elektrického naboje)

z (pocet prenesenych elektrond pri redox reakci)
a (mnozstvi stanovovaneé latky v molech)

F (Faradayova konstanta, 96487 coulomb/mol)
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Oxidace a redukce

Oxidace je dej, pri kterem dochazi ke
zvysovani oxidacniho Cisla Castice

ANODA

Redukce je dej, pri kterem dochazi ke
snizovani oxidacniho Cisla castice

napf. Fe3*+e — Fe?t KATODA
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Priklad: Stanoveni chloridii (coulometricky)

Anoda: Ag (premena/oxidace Ag na Ag*)
Katoda: Pt (redukce H* na plynny vodik)

Mezi anodu a katodu je vlozen konstantni proud (l):
potomQ=1.t
(coulomb = ampeéry . cas)

Uvolnené Ag* z anody reaguji s Cl- v analyzovanem vzorku
za vzniku AgCl (Ag® + CI- 2> AgCl)

V okamziku, kdy jsou vsechny Cl- vazany v AgCl, dojde k
prudkému narustu proudu zpusobenému uvolnénymi Ag®,
titrace se zastavi.

Koncentrace Cl- se vypocita z doby titrace (Casu)




Chloridovy titrator- schema méreni

e

indikacni elektroda

referencni elektroda

titracni nadobka

Ag anoda

michadelko




Potenciometrie je elektroanalyticka metoda zalozena
na mereni rozdilu elektrického potencialu (napeti)

mezi dvema elektrodami (oxidacne-redukcni reakce)
pri nulovem elektrickem proudu.

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

Referencni elektrody (porovnavaci, vztazne)
konstantni potencial

vodikova elektroda (E=0V) Pt/vodik
kalomelova elektroda (E=0,242 V) Hg/kalomel
argentchloridova elektroda Ag/AgCI

Indikacni elektrody (méerici)

NejCasteji ISE elektrody
sklenéena elektroda (H* = pH, Na*)
PVC membranové elektrody (K*,Na*,Ca%*,Mg=*,Li*,Cl-, CO,)
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Iontove selektivni elektrody

|

Extarni
referentni
elektroda

L

ISE

|l Interni

v,

elektroda

elektrolyt

referentni

membran

Selektivitou ISE se rozumi, ze
membranovy potencial neni
zavisly jen na aktivite jediné
elektricky nabite castice v
promerovaném roztoku, ale ze
na jeho hodnoté se mohou
podilet i dalsi ionty.
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Membrany s iontove-vymennymi misty
Sklenené

S polymerni membranou

Kapalné

Biosenzory

Krystalicke
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Meéreni pH, sklenéna elektroda

S

B stinéni - pfivod R
Kk vnajsi ref, -
' e

- pfivod k vnitfni




Sklenéna elektroda je tvorfena tenkou sklenénou
membranou, ktera 2z jedne strany obsahuje
argentchloridovou elektrodu a pufr o konstantni
hodnote pH a z druhé strany je prostredi mereného
vzorku.

Na fazovych rozhranich vzniknou potencialové
rozdily, které se meri pomoci referencni elektrody.

Potencial vznika vyménou iontu mezi roztokem a
membranou (lontove selektivni elektroda, ISE).
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ISE: stanoveni K*

v Iontové selektivni membrana obsahuje specificky nosic
draselnych iontl, kterym je neionogenni makrocyklické

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

lonophore Valinomycin n Selects for Potassium o

Potentiometer
{ﬁ%
Reference ISE
Electrode




ISE: stanoveni Na*

v Sklenéna elektroda

v'Dale se pouzivaji tzv. ,crown" étery integrované do plastove

membrany

v'Smés nékolika ionoford (,koktail)

v'Stanoveni Nat+ v pevne fazi

[ setekt vl
membrana
referend nl

__,r""’- vrsiva

T Ag/agcl
elekiroda




ISE: stanoveni CI-

v'"Nejvice pouzivana je iontoveé-vymenna membrana obsahuijici
kvartérni amoniovou sl jako anex,
napr. tri-n-oktylpropylamoniumchlorid v n-dekanolu.

v Kapalna membrana mize obsahovat také o-fenantrolin.

v/ Méneé cCaste jsou chloridove elektrody s pevnou membranou,
obsahujici AgCl zapustény v 10zku z epoxidové pryskyrice Ci
silikonoveho kaucuku

v'Stanoveni Cl- v pevné fazi




Elektroda na méreni CO, (Severinghaus

Modifikovana pH elektroda

Sklenena elektroda oddelena od mereneho prostredi
membranou propoustejici CO,

CO, + H20 — H,CO; — + HCO;-

i ——Drzadlo
-4 sklenéné elektrody

Plastikové
{ ——pouzdro

_ Plast
elektrody

Referenéni elektroda Ag/AgCl- ¥4 o (1 -£4— Vnitini elektroda A

NaHCO; —{4 4~ | - -1 Fostatovy pufr

ésnici krouzek

R AR RN

Vstup vzorku ——/— —\ystup vzorku .

PHITIIAAI RS i EWW

i ‘S' lenéna membrana citliva na pH
[ |Porézni viozka
L
! Membrana propustna pro CO,
; Klyveta (silikonova guma) ‘ 24
)
Sklenéné okénko




Voltametrie je elektroanalyticka metoda zalozena na
mereni zmen mezi proudem a napéetim pri zmene
potencialu indikacnich elektrod.




Amperometrie je elektroanalyticka metoda zalozena

na mereni elektrickeho proudu pri konstantnim
napeti.

Vyuziva se skutecnosti, ze nektere latky mohou byt
oxidovany nebo redukovany na inertni kovove
elektrode, na kterou je vlozen urcCity elektricky
potencial, ten zpusobi bud oxidaci nebo redukci,
vysledkem je elektricky proud, ktery se mefi.
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Polarografie je elektrochemicka analyticka metoda
zalozena na méereni zmen elektrickeho proudu (intenzity

elektrického proudu) v roztoku s ruznymi ionty pfi plynule se
zvysujicim napetim pomoci dvojice rtutovych elektrod

Indikacni elektroda (kapkova Hg elektroda,
polarizovatelna = zmena potencialu vlivem proudu)

Hg - elektroda (vrstva HQ)
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Prof.Ing.Jaroslav Heyrovsky

objevitel polarografie i
Y{

za svUj objev z roku 1922
obdrzel v roce 1959 Nobelovu cenu




Polarografickd kfivka (polarogram)
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Kyslikova elektroda — mereni O, (Clark)

mMereni proudu za
(-630mV = redukcni potencial O5)

mProud je mirou koncentrace stanovovaného analytu
(zmena proudu je umérna poctu molekul O2)

Vlozene,
napeéti Ampérormetr

Ag +CF =AgCl + e NaCl + OH- = NaOH + CI
Ag/AgCl - anoda — Roztok

elektrolytu
Vrstva r Pt drat - katoda de
AgCl |+ 2H,0 + 4e” = 40H-

Katalyzator Pt Cern Membréng
propustna pro

Vzorek °? 0,




Biosenzory

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

prevodnik.

Bioreceptory jsou molekuly, casto enzymy, které

rozpoznavaji latku, ktera ma byt analyzovana DUlezitou Casti

je i nosic bioreceptoru.

- Biokatalytické

e Bioafinitni (imunosenzory)

Prevodnik (elektrochemicky:-apticky)
= > (biologicka

e potenciometrické biosenzory**-'

e amperometrické biosenzory

Prevodnik I A
(fyzikalné chemicka €ast) Slgn al




Biosenzory: stanoveni glukozy

B-D-glukoza +  + H,O0— D-glukonolakton +

1.Stanoveni H,0,

e prima oxidace leukobazi na barevné produkty

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

 elektrooxidace H,0, - ampérometricka detekce signalu

2.Méreni ubytku O, — ampérometricka detekce pomoci
Clarkovy elektrody
3. Ampérometrické méreni signalu s novymi elektronovymi

akceptory elektront misto kysliku, tzv. mediatory
(ferroceny, chinony)




Stanoveni mocoviny (biosenzor)

_~sNH>
O=CANHZHHO  COZ+2NH,

r




Biosenzory: stanoveni laktatu

a) Polarografie (amperometrie)
Mérna elektroda je potazena laktatoxidazou (odtud nazev
Jaktatova" elektroda). Pri konstantnim potencialu (prepéti) je
vznikly proud umerny koncentraci peroxidu vodiku.
L-laktat + O, — pyruvat + H202
H202 — 2H* + 02 + 2e-

Elektroda je vlastné modifikaci Clarkovy kyslikove elektrody.

Laktatovy senzor obsahuje vétsinou ctyri elektrody:

e platinovou mérnou elektrodu potazenou laktatoxidazou

e srovnavaci argentchloridovou elektrodu

e platinovou elektrodu urcenou ke stabilizaci konstantniho potencialu

e platinovou elektrodu bez enzymu slouzici ke stanoveni interferujicich latek




Glukosovy a laktatovy analyzator
EBIO plus - Eppendorf




