Biosensoreiden uudet sovellusalueet
teollisuuden mittauksissa

Vesa Virtanen
Biotekniikan laboratorio
Kajaanin yliopistokeskus

V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU !ﬁ
Analytiikkapaivat, Kokkola QULUN YLIOPISTO £



Miksi kiinnostus biosensoreihin?

Biosensorit ovat: S
. Tarkeita tyokaluja Kiinisess ja ympa- @ 7 =8

ristd diagnostiiikassa, lagkemonitoroin " e
nissa, ruoan turvallisuuden tarkkailus-4
sa ja sodankaynnin varoitussystee-
meissa (turvallisuus)

« Tarkeita laitteita tarjoten yksinkertaisuutta seka
analyyttisessa laboratoriossa etta kentalla.

« Selektiivinen, nopea ja herkka instrumentti
kemiallisten ja biokemiallisten kohdeyhdisteiden
maarittamiseen
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Biosensoreiden markkinaosuus
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MIKA ON BIOSENSORI?

“Klassinen” Maaritelma

Bio tunnistava Muunnin

» elemerjt)t'/
N

iy Signaalin

ulostulo

Entsyymit Sahkokemiallinen

Vasta-aineet Optinen
Vastaanottajat Magneettinen
Kokonainen solu...
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BIOSENSORIT- Historia

cathode

1956: Oxygen electrode (Clark)

1962: Enzyme electrode

1972: Commercial glucose sensor (YSI)
1975: Microbe-based biosensor —
1983: Surface plasmon resonanse (Biacordus i

1987: Screen printed enzyme electrode
(MediSens)
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Biosensori sovelluksia

Terveydenhoito ja diagnostiikka

Ruoan laadun maarittaminen
Ympariston saastuttajien maarittaminen
Teollisuuden prosessikontrollit

V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU !ﬁ
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Tavoite

« Kehittaa biosensoreita ja menetelmia,
joilla voidaan spesifisesti maarittaa
naluttuja biomolekyyleja ja metalleja
littyen ihmisfysiologisiin ja vesi- seka
ymparistomittauksiin useita eri
tekniikoita hyvaksi kayttaen.

« Kenhittaa mittalaite, jossa
hyodynnetaan yo. menetelmia

V V 20.4.2010 Analytiikkapaivat, UNIVERSITY of QULU !i
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Pintaplasmoni resonanssi biotunnistus
(SPR)

*Erittain herkka menetelma
*\oi olla pieni ja kannettava

* Reaali aikainen analyysi,
el leimaamistarvetta

SSSSSS

Captured
analyte
analyte
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Sahkdékemiallinen Biotunnistus
T/

A

A auirociio -

Electrochemical Sensor Interface

.
AN

Kannettava Potentiostat
Screen printed electrode

V V 20.4.2010 Analytiikkapaivat, UNIVERSITY of QULU ﬁ
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SPR:n ja sahkokemiallisten tekniikoiden
yhdistaminen samaan

USB connector

Spreeta flow-c&lfand"
housing
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Kannettavan laitteen kehitys

*Useita maaritysalueita

o~ SPR Imaging oNI 5 PR X
S kI_\_Ia_)t/%elkammlo ja naytteen
Bl /\/Q\ //camera | asitie y

G wpticaMite ital fie, botentiomet .. : :
b 7 }”}\ T emeet Naytteen jakaminen

7 useampaan linjaan

| Samplein ——» °Néyt_teen SIII"[O
maaritysalueille

* Yhteisty0 muiden toimijoiden
Simultaneous kanssa

detection of 10
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ENTSYYMI BIOSENSORI

Enzyme Biosensor

Enzyme Examples Anaylte Examples
Oxidases Glucose

Dehydrogenases Amylase
Peroxidases Lactates
etc... Pesticides

V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU Eﬁ
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Magneettisten kuulien hyodyntaminen

P

Magnetic bead

V'V 20.4.2010
Analytiikkapaivat, Kokkola
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Magneettisten kuulien tuottamat
edut

 El riipu diffuusio asteesta
« Esikonsentrointi ja naytteen puhdistus
« Sensori voidaan uudelleenkayttaa

« Voidaan kayttada useanlaisten
reseptoreiden kanssa (esim. DNA probes,
polymeeri reseptorit jne.)

y
V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU !%
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Immunosensori: suora analyytin
detektointi

General Schema of a Biosensor Format

- L 3
{A) Working electrode {B) Receptor modified {C) Bacteriacaptured {D) Bacteriais tagged

{with Prussian Blue surface on sensor surface by specific labelled
mediator) receptor

{E) Substrate is added
and H,0,is detected

KEY 1) HRP

Substrate + O, —— Product + H,0,
Specific bacteriareceptor

Bacteria
Labelled bacteria receptor
2)PByg, T MO, — -~ PB,,
Carrier Buffer ‘j;'j)-
Sample e
Substrate solution

Screen Printed Electrode

Graphite modified with Prussian blue

V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU Eﬁ
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Integroidun nestevirtauspiirin
hdistaminen

Reservoir filled with NaSO,
Sample chambers filled

|R2=0.9714

Electrode connectors
for electrochemical

pump

Flow rate (pl/min)

Double sided
Adhesive

gasket tape J

Gold sensing =)
surface
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Ihnmisfysiologiset muutokset
Ja biomarkkerit

« Pitkdaikaisessa fyysisessa rasituksessa tapahtuu fysiologisia
muutoksia ihmiskehon “biologisessa kemiassa”

« (esim. Kortisoli, Laktaatti, a-Amylaasi, vasta-aineet, Proteliinit,
Elektrolyytit)

« Naiden yhdisteiden pitoisuus voi antaa hyvan yleiskuvan yksilon
terveydesta, kunnosta ja suorituskyvysta

« Useat yhdisteet relevantteja seka liikuntateknologisiin etta
terveydenhuollollisiin maarityksiin

« Nama yhdisteet voidaan mitata veresta, seerumista ja virtsasta.

V V 20.4.2010 Analytiikkapaivat, UNIVERSITY of QULU !i
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Inmisfysiologiset mittaukset;
Miksi sylki ?

* Helppo, ei-invasiivinen naytteenotto aiheuttamatta
stressia ja epamiellyttavyytta yksildlle (esim. Pienet
lapset ja vanhukset, verisuonten vaikea Idytaminen)

» Hyva korrelaatio veri- ja seeruminaytteisiin.

Kiinnostavat yhdisteet
Vasta-aine IgA, IgG Indikoi tulehduksia ja immunologisia muutoksia
a-Amylaasi liittyy anaerobiseen kynnykseen ja stressista

palautumiseen

C-Reaktiivinen proteiini | Tulehduksen biomarkkeri
(CRP)

Kortisoli Stressista palautuminen ja ylirasitus

Laktaatti Anaerobinen ja aerobinen kynnys

Insuliini Ravinnollinen glykeminen indeksivaste ja
resistanssi 2

V'V 20.4.2010 Analytiikkapaivat, outun yuioristo  [IESS
Kokkola

kol



Biosensorikehitys, inmisfysiologia

Sylki IgA Kortisoli

CRP a-Amylaasi

Ladkeaineet Laktaatti

IgG Insuliini

V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU !ﬁ
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SPR Samanaikainen C-reaktiivisen
proteiinin (CRP) ja Kortisolin maarittaminen
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Spreeta SPR laitteella
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Syljen L-Laktaatin maarittaminen
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Graphite modified with Prussian blue

time(s)

Kalibrointi sensorigrammi kayrat
PalmSens laitteelta saatuna
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Laktaatin maarittaminen

e
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0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.15 0.2 0.25

[Lactate](mM) [Lactate](mM)
Inter electrode Intra electrode
repeatability n=5 repeatability, n=3
LOD: 0.01mM
Working range: 0.01 - 0.30mM Reaalindytteen tyypillinen pitoisuus 0.1-3.0mM
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Printattu elektrodi modifioituna
nano-komposiitti materiaalilla

Sol-Gel Matrix

= Laktaatti
dehydrogenaasi

MB = Meldola
Blue

Electrode Sol-gel matri CNT + Mediator + LDH

Configuration .
Screen-printed electrode

V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU
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Sol-Gel modifioituna hiilinanoputkilla
(CNT)

CNT1 = jauheessa

CNT2 = suspendoituna
DMF:&an

¢ MB/SolGel
B MB+CNT1/SolGel

MB+CNT2/SolGel MB+CNT1/So|Ge

MB/SolGel

- Herkkyyden parantuminen

Arvinte, A., Sesay, A. M., Virtanen, V., and Bala, C. :
V'V 20.4.2010 ELECTROANALYSIS 20 (2008) 2355-2362 UNIVERSITY of OULU E%
Analytiikkapaivat, Kokkola OULUNYLIORISTO *



Sol-Gel modifioituna hiilinanoputkilla
(CNT)

time(s)

2

NADH (mM)

*:(a) MB-SWNT-SG/SPE, (b) MB-SG/SPE ja (c) SWNT-SG/SPE; E=-50 mV;.
- Herkkyyden parantuminen

Arvinte, A., Sesay, A. M., Virtanen, V., and Bala, C. :
V'V 20.4.2010 ELECTROANALYSIS 20 (2008) 2355-2362 UNIVERSITY of OULU E%
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a-Amylaasin maarittaminen

B-D-Glucose a-D-Glucose Maltotriose
(G3) Maltopentose

+
Maltose
(G2)

Mutarotase
a-Amylase

(]
E
m

c
ks

()

(2}

>

p—
o

Maltose
a-D-Glucose (G2)
H,0, Gluconic| g p_Glucose + t
Acid B-D-Glucose Maltotriose
(G3)

Reaktioketju

Micheli,L., Caprio, F., Mahosenaho, M., Sesay, A., Palleschi, G. , and Virtanen, V. (2010)
*A disposable biosensor for the determination of alpha-amylase in human saliva
Microchimica Acta, in press
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Tuloksia a-Amylaasille

y = 3,0705x
R?=0,9799
—‘
¢ U/ml
Amylase

—~
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U/ml Amylase

Saman elektrodin

toistettavuus, n=4 .
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a-Amylaasi biosensori parametrit

LOD Working range Average RSD% Average RSD% Sensitivity
mM (mM) INTRA ELECTRODE | INTER ELECTRODE | A*cm-2/mM*

Lineaarisuus 0.998 0.993 0.998 0.998
R M I I
1mM

Aikuisnaytteen keskiarvo 92.4 U/ml

Micheli,L., Caprio, F., Mahosenaho, M., Sesay, A., Palleschi, G. , and Virtanen, V. (2010)
*A disposable biosensor for the determination of alpha-amylase in human saliva
V'V 20.4.2010 Microchimica Acta, in press
Analytiikkapaivat, Kokkola UNIVERSITY of OULU A
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Sahkokemiallinen sensori vs kaupallinen kit
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R*=0.998

Salimetrics kit values U/ml

R?=0.9247

100 150

Calculated value U

svertailukuvaaja sahkdkemiallisen sensorin ja kaupallisen kitin antamista

tuloksista verrattuna laskettuihin arvoihin >
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Vesli ja Ymparistomittaukset
elektrokemiallisilla menetelmilla

Raskasmetallien (Pb, Cd, Zn, Cu, Ni, Co, Mn jne)
elektrokemiallisen maarityksen edut verrattuna muihin
tekniikoinin (AAS, ICP):
-Nopeus

-Herkkyys

-Selektiivisyys
-Yksinkertaisuus
-Edullisuus

-Online-mittaus
-Soveltuvuus kenttakayttoon

V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU E‘i
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Kiinnostavat yhdisteet

Raskasmetalli ionit | Teollisuuden prosessivedet—

(Pb, Cu, Ni, jne....) Ymparistosovellukset

bakteerit Teollisuuden prosessivedet—
Ymparistosovellukset

X
V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU E%
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Differential pulse anodic stripping
voltammetry (DPASV)

» Perustuu metalli-ionin pelkistamiseen elohopea(HQ)-
paallysteiselle elektrodille sopivalla potentiaalilla E,,
jolloin muodostuu amalgaami-yhdiste:

M** + X-e- MP° (Hg)
M = esim. Pb, Ca, ZH Cu, Mn

« Skannattaessa potentiaalialue anodisesti metallit
hapettuvat kullekin ominaisessa potentiaalissa E,

* Yhdellda mittauskerralla jopa 4-6 analyytin maaritys
« Samaa elektrodia voidaan kayttaa useita kertoja
Kaupalliset analysaattorit yleensa yhdelle metallille!

V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU
Analytiikkapaivat, Kokkola OULUN YLIOPISTO
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Cu, Pb: Square wave anodic stripping
voltammetry (SWASV)

|. Tothill et all
-0,4 -0,6
Potential, V
V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU Eﬁ
OULUN YLIOPISTO P,
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Kuparin elektrokemiallinen
maarittaminen vesinaytteesta.

Jannite

y
WY 202U Menetelma: Square wave voltammetry UNIVERSITY of OULU ﬁ

QULUN YLIOPISTO

Analytiikkapaivat, Kokkola _
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Kuparin lineaarisuus

Copper content vs. peak area
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Copper content ppm
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Ni, Co: Differential Pulse Adsorptive
stripping voltammetry (DPAdSV)

* Menetelma kaytossa tietyille metalleille (esim. Ni ja Co),
jotka eivat muodosta amalgaamia elohopean kanssa

- tarvitaan lisaksi kompleksinmuodostaja
(dimetyyliglyoksimi, DMG):
Ni2* + 2 DMGH2 + 2 e- & Ni(DMG),
muodostunut kompleksi adsorboituu elektrodille

« Kehittdmistarpeet:

- Elektrodeissa kaytetty elohopea korvaaminen
vahemman myrkyllisella yhdisteella, esim. vismutilla (Bi)

- hapenpoistoa ei tarvita
-kompleksinmuodostajaksi nioksimi

V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU !ﬁ
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Entsyymin inhibitioon perustuva
nikkelin (Ni?*) maaritys

« Sarkosiini oksidaasi -entsyymi pilkkoo
sarkosiinin tuottaen samalla vetyperoksidia

* Vetyperoksidi mitataan Prussian Blue —
modifioidulla elektrodilla

* Nikkeli inhibol entsyymia, jolloin
vetyperoksidia muodostuu vahemman

Entsyymi
sarcosine + H,O + O, - glysiini + formaldehydi + H,0O,

V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU !ﬁ
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Vesi- ja Ymparisto sovellutukset;
Tulevaa

« Sensoreiden kehitys kaivosten
poistovesien metallipitoisuuksien
monitorointiin

« My0Gs muut vedet

* Myo0s eloperaiset maaritykset vesista
« Bakteerien maarittaminen

e On-line maarittdminen

QULUN YLIOPISTO

V'V 20.4.2010 N
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Tulevaisuuden
biosensorisovellukset

* Henkilokohtaiset point-of-care laitteet
« Dynaamiset non-invasiiviset ja invasiiviset
sensorit

« Henkilokohtaiset terveys ja fitness
monitorit

 Interaktiiviset ymparistésensorit ja
aktiiviset suojauslaitteet

» Teollisten prosessien tarkkailu ja saato
« Uudet sovellusalueet

y
V'V 20.4.2010 UNIVERSITY of OULU !%
Analytiikkapaivat, Kokkola OULUN YLIOFISTO .



Kaivosteollisuuden jatevesiin

tulossa reaaliaikaiset mittaukset

Aikataulu: Kittilan kultakaivokselle on jo asennettu mittaristo, Talvivaara mychemmin mukaan

Kavosteollisuuden jarevesien
pienten metallipitisuuksien
miriccimisaen kehitectin re-
aaliaikaisesti toimivia mittaus-
mepatelmii Minewater-han-
kerta verdd Oulun yliopiston
Kajaanin ylicpistokeskus, jonka
mitralaitelaborarorio on Kajas-
nissa jabiccekniikan laborarorio
Sotkamossa,

Projeki on alluvaiheessa, ja
se kestas ensi vuodan syksyyn
saakka

Ensimmiinen mitciso oo jo
asennerty Kimikin Suurkuusi-
kon kuluakavokselle. Toista ol
laan rakenramassa Py hisalmen
kupart- ja sinkkikaivoksalle

- Edesss on vield paljon ke-
hitystytses. Laiteeitean luotetea-
vuus picdisi saada korkealle ta-
solle jahintaraso kohruulliseksi,
mickija Ilpo Niskanen mircalai-
elaboratericsta sanoo.

Talvivaaran nikkelikaives e
ole viel1 hankkeessa mukana,
koska se on keskittynyt mocan-
non kiynnistimiseen Todenns-
kivisesti s2 liimyy hankkeeseen
mythemmin.

Kajaanin yliopistokeskukses-
sa kehirett oman ryonsd chella
kuusi nutkijaa uusia mitcausme-
necelmii

Tampereen teknillisssss yhi-
opistossa kaksi henkiltd rekae
SAMaa Ui,

Minewarerin rahoirtaa Te-
kesin vesiohjpelma. Sen budjec-
ti 07 miljoonaa eurca Se on
yhreigytsst Moniw ater-chjel-
man kanssa, jonka budjerd on
1,3 miljponaa eurca.

Manuaalista ja kallista
Merallien analysointi vesisci
rapahruu vieldt manuaalisesti
kaivoksen postovesipisteisd ja
analysoimalla kerieyr nity meet
laboraroriossa pari kertaa vii-
kossa

- Laboratoriossa  kayrissa
olevar veden laadun mircaus-
menetelmir sisalewie yokiicd
nayreeencero-, k3sitrely- ja ana-
Iyysivaiheira. Tastd syystt mic-
raukset ovar liian kalliica ja hi-
nita suceitercvaksi niin usain
kuin luocereavan seurantatiedon
saaminzn edelly wiisi, Niskanen
Sanco.

Dt Tor dran

Suurkuuslkon

L Akini]a k o laltteet on jo sinne azennettu,
- . karlakos), Mittatekniikan kes- harkkeen kansza :
Fakta kuz Mikes), ymparis- proj kta kamozsa.
tokeskus (Syke), Outotec Oy} tajstovat VTT, Oulun yliopis- Plthalle valmisteltujs kai-
Minewater Agnicc-Eagle Finland, Labtium  to, Kuopion yliopisto, Suomen Uselta kaivoksia vozhankkeita ovat rautamal-
Oy, EHP-tekriikka Oy ja Pyha- Yrpéristokeshus, Rautaruukki mikaivos Kolarisza, Keivitzan
Projektintoteuttajst ovat Ou- salmiMine Oy. Metzo, Outckumpy, Arzona kah alait- Sedankylazza
lunyliopizto (biotekniikan- ja Klintads yhtelstyota tehdaan Chemical, Miktech, Kelber, A- tamasza tuotannon, Agnice-Ex-  palladiumkaivos Ranualls, fos-
ittalsi stori), Tampe- Vonzortioon kuuluven  lab, GasEK jal TC Group. glen kultakahos Kithilazz3 ja  forikaivos Savukozkella jabo-
AL, ili l. v. i oL : i fontwater- Talwit ikah Sot- p kah
Kaivesteollsuuden kasvaessa  aali- jaainevirmogen aikaisempaa  tarpeessen, Niskanen korostaa — ja p linen taikaisten prosessi- ja
ymparistkysymyksisrd ca rul- - paremman hallinnan, energian ) | 1 § i Imi
lut entised crkedmpi holk kayein ja tied - Maaliman enslimmalnen Tutkimustytssi b il en markkinointi, behireams- ja
- Mirtauksissa saan recaliai- - kaurea p b i Miney arer-hankk i hroisi erelmit erimiin  keelaireei
kaipen tieto aurtaa ymmard- - ymparistoto. Minewarer-hank-  na on luedaedellywkset maail- - pientzn menallipitoisuuksien  Laimessiin tulevar muun mu-
main paremmin prosessin G- keella haeman rackasua juuri  man ensi i liaikai-  on-line mi i jasamal  assa sthkakemialliser, oprisec ja
laa, mika mabdollistaa mareri-  jatkuvarcimi: i n senk llsuuden jare-  la pyrictin luomaan menipuo-  biologiset sensoric

Sahkokemiallisten ja biosensorien
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