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SCHEMA DI UN BIOSENSORE AMPEROMETRICO
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REALIZZAZIONE DI BIOSENSORI IMPIEGABILI
PER L'ANALISI DI CAMPIONI REALI

Risolvere le problematiche
associate alla trasduzione
elettrochimica:

Sviluppare una
metodica efficace di
immobilizzazione
enzimatica

® interferenza faradica;
® avvelenamento elettrodicg




APPROCCIO CLASSICO

MEMBRANA ANTIAVVELENAMENTO
(e. g. membrana di policarbonato)

MEMBRANA CON ENZIMA

MEMBRANA ANTINTERFERENTE
(e. g. membrana di acetato di cellulosa)

ELETTRODO
(e.g. PY)

Svantaggi
@ diffusione complessea non linearita;
® tempi di risposta elevati;

® applicabile a superfici elettrodiche “macroscopicheg’

BIOSENSORI AD IMMOBILIZZAZIONE ENZIMATICA ELETTROCHIMICA
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€ Polimero Elettrodo (e. g. Pt)
elettrosintetizzato

Vantagaqi:
© controllo della distribuzione spaziale dell’enzima sull’elettrodp;
© possibilita di miniaturizzazione;
© elevata permselettivita;

© tempi di risposta brevi




Biosensori amperometrici ad immobilizzazione elettrochimica
Svantaqqi

@ incompatibilita di alcuni substrati e/o enzimi con la matrice polimerica;
@ scarsa stabilita a lungo termine (tipicamente una settimana);

® bassa quantita di enzima immobilizzato

{

POSSIBILE RISOLUZIONE:

METODICHE CLASSICHE USO DI MEMBRANE
DI IMMOBILIZZAZIONE PERMSELETTIVE
ENZIMATICA ELETTROSINTETIZZATE

REALIZZAZIONE DI
BIOSENSORI AMPEROMETRICI
A “DESIGN IBRIDO”




ESEMPIO DI BIOSENSORE AMPEROMETRICO REALIZZATO
MEDIANTE L’ IMPIEGO DI TECNICHE IBRIDE

Polimero elettrosintetizzato

Elettrodo
//////////////

N

Vantaqggi
© elevata stabilita;

© caratteristiche di reiezione eccellenti;

© tempi di risposta sufficientemente bassi

Svantaggqi

® scars capaciti di controllc sulle deposizion e sullc spessor dellc
strato di enzima immobilizzato

&

L’ideale sarebbe poter effettuare il processo di enzyme co-crosslinkirg
superficie elettrodica assistito elettrochimicamente al fine di potenette
tutti i vantaggi offerti dalla immobilizzazione elettrochimica

sull




IMMOBILIZZAZIONE ENZIMATICA MEDIANTE
DEPOSIZIONE ELETTROFORETICA

<~ Migrazione elettroforetica delle proteine verso I'elettrado
<~ Concentrazione/elettrodeposizione sull’elettrodo

<~ Co-crosslinking “in situ” mediante glutaraldeide

livello di crosslinking

proteina

& >

Q) albumina @ glucosio ossidasi

livello di crosslinking

glutaraldeide

- proteina
-
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Possibili vantaggi:
© estensione ad ugran numero di proteine e/o enzimi;
© vantaggi dellaelectrochemical immobilization™:

++ capacita di controllo della distribuzione spaziale del deposito enzimatico;

+* possibilita diminiaturizzazione;

+ possibilita di realizzare strutture multistrato e/o multienzintagic




IMPIEGO DELLA DEPOSIZIONE ENZIMATICA ELETTROFORETICA
PER LA REALIZZAZIONE DI BIOSENSORI AMPEROMETRICI

La tecnica di deposizione elettroforetica sembra riscontrare srsa attenzione
in letteratura:
&=

REALIZZAZIONE DI UN SENSORE PER IL GLUCOSIO

@ K.W. Johnson, Sensors and Actuators B, 5 (199
D.J. Strike et al., Sensors and Actuators B, 13-14 (1993) 61
- elettrodeposizione galvanostatica di GOD e BSA;
- crosslinking ex-situ con glutaraldeide (GLU)
@ D.J. Strike et Al., Biosensor & Bioelectronics, 10 (1995) 61

- estensione della tecnica tramite deposizione galvanodinamica.

v

STUDIO ED OTTIMIZZAZIONE DI UNA TECNICA
ELETTROCHIMICA CHE:

¢ PERMETTA UN ADEGUATO CONTROLLO SULLA DEPOSIZIONE
PROTEICA

¢ MINIMIZZI L’INDESIDERATO PROCESSO COLLATERALE DI
SCARICA DEL SOLVENTE

¢ SIA COMPATIBILE CON LA DEPOSIZIONE ELETTROCHIMICA DI
FILM PERMSELETTIVI




DEPOSIZIONE GALVANOSTATICA

% applicazione di un impulso diorrente costantenell'intervallo 0.5 - 9 mA/cn?

+ evidenza di urdeposito schiumosaolo per elevati valori di corrente imposta;;

¢ evidenteevoluzione di ossigeno
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Per quantdbass( possa essere il valorecorrente

Imposto per la deposizione, il potenziale raggiunge
valori cosi alti dgppromuovere la scarica dell’acqua

L’EVOLUZIONE DI GAS SULLA
SUPERFICIE DELL’ELETTRODO
INTERFERISCE PESANTEMENTE
O IMPEDISCE LA FORMAZIONE
DI UN DEPOSITO PROTEICO



Studio ed ottimizzazione di |

DEPOSIZIONE GALVANODINAMICA
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CHARGE (uC)

DEPOSIZIONE POTENZIODINAMICA
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Applicazione di un potenziale Ei sufficientemente negativo da
promuovere il completo stripping dellossido di platino
formatosi durante I'applicazione positiva dell'impulso.

STUDIO POTENZIODINAMICO DELLA FORMAZIONE/ STRIPPING
DELL’OSSIDO DI PLATINO
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DEPOSIZIONE ELETTROFORETICA:
STUDIO EQCM

Studio della formazione e della crescita del deposito proteico
tramite microbilancia elettrochimica a cristallo di quarzo (EQCM)
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Corrente (UA)

POSSIBILITA' DI CONTROLLARE LO SPESSORE DELLO STRATO DE POSITATO

Comportamento idrodinamico di sensori del tipo Pt/proteina

Strato spesso Strato sottile
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Responsi di un sensore Pt/GOD a diverse velocita di rotazione dell’elettrodo
conseguenti all'aggiunta di glucosio 1.5 mM in tampone fosfato 1 0.1 M, pH 7.

allaumentare della velocita @

Laumento del responsp Controllo cinetico di tipol

rotazione indica che Ila velocita di rotazione
diffusione del substrato e/o

del prodottc di reazioni rotazionc € la catalisi
enzimatica all'interno della enzimatica a diventare lo
membrana proteicanon € stadio cineticamente
cineticamente trascurabile. determinante.

diffusivo solo per _bass

allaumentare della velocita di

y

POSSIBILITA DI MODULARE IL
CONTROLLO DIFFUSIVO DEI BIOSENSORI
VYARIANDO OPPORTUNAMENTE LO
SPESSORE DEL DEPOSITO PROTEICO



REALIZZAZIONE DI BIOSENSORI AMPEROMETRICI MEDIANTE
CODEPOSIZIONE ALL’ELETTRODO DELLO STRATO PROTEICO E DI UN
FILM PERMSELETTIVO

DUE APPROCCI PERSEGUITI:

4 ELETTROSINTESI DI FILM PERMSELETTIVI SU ELETTRODI RICOPERTI DALLO
sTRATO PROTEICO (Elettrodi Pt/strato proteico/film)

¢ DEPOSIZIONE ELETTROFORETICA SU ELETTRODI PRECEDENTEMENTE
MODIFICATI CON FILM PERMSELETTIVI (Elettrodi Pt/film/strato proteico)

1. Elettrodi Pt/strato proteico/film

Studio dellimfluenza del deposito proteico sull’elettrosintesi di film
polimerici permselettivi

2. Elettrodi Pt/film/strato proteico

Studio dell'influenza della deposizione elettroforetica sulla
permselettivita dei film polimerici

1

I1 PoAP risente solo in minima parte dell’applicazione della
perturbazione elettrodica  necessaria per la deposizione
elettroforetica ed € quindi in teoria impiegabile per la
realizzazione di biosensori di entrambe le configurazioni.




RISPOSTA DEI BIOSENSORI AL GLUCOSIO

¢ Biosensore Pt/POAP/GOD

¢ Biosensore Pt/GOD/P2NAF
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soluzioni standard di glucosio ad un elettrodo rotapte soluzioni standard di glucosio ad un elettrodo rotapte
(1000 rpm) effettuate in tampone fosfato 1 0.1 M, pH|7. (1000 rpm) effettuate in tampone fosfato 1 0.1 M, pH|7.
Concentrazioni di glucosio aggiunte: 1.25, 2.49, 3.f2, Concentrazioni di glucosio aggiunte: 1.25, 2.49, 3.f2,
4.95, 7.39 mM. 4.95,6.17, 8.60 mM.
© Tempo di risposta 4+5 secondi
© Sensibilita: 0.3+0.6 pA/(MM mm?)
© Stabilita: dopc circe 4C giorni di utilizzo la sensibilit: € pari al 70% del valore
iniziale
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¢ Biosensore Pt/PoAP/GOD * Biosensore Pt/GOD/P2NAF
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Curve di calibrazione (a) e diagrammi di Eadie-Hofstee (b) relativi aesgive aggiunte di glucosio

| valori sperimentali corrente-concentrazione si discostaialassico
modello Michaelis-Menten tipicamente invocato in catalisi enzinaatic

Il processo didiffusione dei substrati e/o del prodotto di
=) cazione enzimatica allinterno dello strato proteico non &
cineticamente trascurabile




CARATTERISTICHE ANTIHINTERFERENZIALI DEGLI ELETTRODI

MODIFICATI Pt/DEPOSITOPROTEICO/FILM

« Biosensore Pt/GOD/PoAP

(Y

G I nterferente Bias
5mM
AA 0.1 mM 0.068 mM
I 10A UA 0.5 mM 0.119 mM
L AC 0.2 mM 0.494 mM
I— 2 min
E CYS 0.1 mM 0.170 mN
g
g
O
U AA AC UA CYS
0.1 mM 0.2 mM 0.5 mM 0.1 mM
TEMPO :
G = glucosio
AA = acido ascorbico
UA = acido urico
. AC = acetamminofene
» Biosensore Pt/GOD/P2NAF CYS = cisteina
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Responsi corrente-tempo relativi ad aggiunte di glucosio 5 mM, acido ascoBbl mM, acido urico 0.5 mM,
acetamminofene 0.2 mM e cisteina 0.1 mM ad un elettrodo rotante (1000 rpm)pote fosfato | = 0.1 M, pH=7.



CONCLUSIONI

REALIZZAZIONE DI BIOSENSORI AMPEROMETRICI BASATI SU
METODICHE INNOVATIVE DI MODIFICAZIONE ELETTRODICA PER

L’IMMOBILIZZAZIONE DI ENZIMI

&

Sviluppo di unametodica elettrochimica di immobilizzazione enzimatica
basata su:

* migrazione elettroforetica delle proteine sulla superficie elgtodica

» co-crosslinking in situ con glutaraldeide

Ottimizzazione della metodica di elettrodeposizione:

* sviluppo di una tecnica di elettrodeposizione prot@abvanodinamica

* sviluppo di una tecnica di elettrodeposizione protgiotenziodinamica

=selettivita del processo di deposizione

=possibilita di controllare lo spessore dello strato depositato

Codeposizione elettrochimica di film permselettivi
» modificazione elettrodica del tipo Pt/film/strato proteico

» modificazion¢elettrodici del tipo Pt/strat« proteico/filr

g

realizzazione dbiosensori amperometrici ibridi caratterizzati da:

©) Jeria camite
©) elevata stabilita a breve e lungo termine

©) ol o degli interferenti




