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Streszczenie

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto przygotowanie elektrod w oparciu
o nanoczastki wegla, nanoczastki ztota, nanorurki weglowe oraz submikroczastki
polikrzemianowe wykorzystujac proste metody modyfikacji powierzchni, a takze
zrozumienie proces6w na nich przebiegajacych oraz ich zastosowanie w bioogniwach lub
czujnikach.

W pierwszej, literaturowej czesci pracy przedstawiono stan dotychczasowej wiedzy
na temat stosowanych nanomateriatéw, metod modyfikacji elektrod, opisano takze enzymy
(oksydaze bilirubiny i acetylocholinoesteraze) i sposoby ich immobilizacji. Zaprezentowano
konstrukcje, sposéb dziatania i parametry bioogniw paliwowych oraz czujnikéw: dopaminy,
tiocholiny i pestycyddw fosforoorganicznych.

W czes$ci eksperymentalnej najwiecej uwagi poswiecono elektrodom przygotowanym
w oparciu o metode warstwa-po-warstwie wytacznie z r6znoimiennie natadowanych czastek:
ztotych, ztotych i polikrzemianowch, a przede wszystkim polikrzemianowych i weglowych.
Nanostruktury weglowe immobilizowane byty takze za pomoca metody putapkowania w
matrycy polikrzemianowej, odparowania rozpuszczalnika z kropli zawiesiny oraz metoda
osadzania elektroforetycznego.

Powierzchnie otrzymanych elektrod zobrazowano za pomoca technik
mikroskopowych. Dla podlozy zawierajgcych nanoczgstki ztota przedstawiono takze efekt
SPR w widmie UV-Vis. Przede wszystkim jednak skupiono sie na wtasciwosciach
elektrochemicznych elektrod. Scharakteryzowano je pod katem zdolnosci do akumulacji
jonéw, rozwiniecia powierzchni, a w szczegbélnosci zbadano ich wlasciwosci
elektrokatalityczne w stosunku do reakcji redukcji tlenu, utleniania: glukozy, cysteiny,
hydrazyny, dopaminy, kwasu askorbinowego, kwasu moczowego, acetaminofenu i tiocholiny,

W  oparciu o elektrody polikrzemianowo-weglowe zmodyfikowane oksydaza
bilirubiny skonstruowano katode do dwdch rodzajéow ogniw: hybrydowego cynkowo-
tlenowego oraz paliwowego askorbinowo-tlenowego. Elektrody te postuzyly réwniez do
skonstruowania czujnika dopaminy dziatajagcego w obecnos$ci substancji przeszkadzajacych,
takich jak: kwas askorbinowy, kwas moczowy czy acetaminofen. Wyznaczona granica
wykrywalno$ci umozliwia pomiar stezenia dopaminy na poziomie wystepujagcym u ludzi
zdrowych, co jest wystarczajace do wstepnej diagnostyki pacjentow.

Elektrody modyfikowane nanoczgstkami lub nanorurkami wegla wykazaty bardzo
dobre wtasciwosci katalityczne w stosunku do utleniania tiocholiny. Stosujac rézne metody
modyfikacji powierzchni opracowano i scharakteryzowano szereg takich podiozy i kilka
najlepszych  wybrano do skonstruowania inhibitorowego czujnika pestycydéw
fosforoorganicznych. W tym celu unieruchomiono na nich acetylocholinoesteraze za pomoca
putapkowania w matrycy polikrzemianowej lub w alkoholu poliwinylowym. Najlepsze
rezultaty w oznaczeniu kilku wybranych pestycydow otrzymano na elektrodach
sitodrukowanych modyfikowanych nanoczastkami wegla. Oprocz tego przedstawiono nowg
koncepcje budowy czujnika pestycyddéw obejmujaca rozdzielenie czesci elektroaktywnej od
enzymatycznej.

Przedstawione wyniki eksperymentalne moga przyczyni¢ sie do rozwoju prac nad
ogniwami i czujnikami.
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Abstract

The goal of this thesis was to prepare new nanostructured electrodes based on carbon
nanoparticles, gold nanoparticles, carbon nanotubes or silicate submicroparticles by applying
simple methods of surface modification. These electrodes were then used to construct
biocells and sensors.

The first, literature, part describes the current state of knowledge about applied
nanomaterials, methods of electrode modification, enzymes (bilirubin oxidase and
acetylcholinesterase) and manners of their immobilization. Electrochemical sensors and cells
are presented in this section as well.

In the experimental part most attention was devoted to electrodes made by layer-by-
layer methods exclusively from oppositely charged particles: gold; gold and silicate; and,
primarily, silicate and carbon. Carbon nanostructures were also immobilized by entrapping
them in silicate matrices by solvent evaporation or by electrophoretic deposition methods.

The surfaces of the obtained electrodes were imaged using microscopic techniques.
For the electrodes consisting of gold nanoparticles the SPR effect in the UV-Vis spectrum was
demonstrated as well. However, the main focus was dedicated to the electrochemical
characteristics of the electrodes, like the ion accumulation ability, active surface area and
electrocatalytic properties towards the reduction of oxygen or oxidation of glucose, cysteine,
hydrazine, dopamine, ascorbic acid, uric acid, acetaminophen or thiocholine.

Based on the silicate-carbon electrode modified with bilirubin oxidase, new
cathodes for two biocells, a hybrid zinc-oxygen and an ascorbic acid-oxygen fuel cell, were
created. The same electrodes were used to prepare a sensor for dopamine which operate in
the presence of interfering substances such as ascorbic acid, uric acid or acetaminophen. The
obtained detection limit allows dopamine detection at levels occurring in healthy humans,
which is enough for preliminary diagnostics.

The electrodes modified with carbon nanoparticles or nanotubes exhibited very
good electrocatalytic properties toward tiocholine oxidation. Series of sensors were prepared
and some of them were applied to construct an inhibition-based organophosphate pesticide
biosensor. For this purpose the enzyme acetylcholinestrese was immobilized by entrapping it
in a silicate matrix or in polyvinyl alcohol. The best results was obtained at screen printed
carbon electrodes modified with carbon nanoparticles for detection of several pesticides.
What's more, a new idea of pesticide sensor structure which includes separation of the
electroactive and enzymatic parts biosensor was developed and tested.

The presented experimental results can contribute to develop the knowledge of
biocells and sensors.
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Spis wybranych skréotow

CNT
CoPc
CPE
CPO
CTAB
Cys
Ccv
DA
DAC
DAQ
DET
DPV
DTNB
EBFC

EE
ELD

EU

EPD

GC

GOD
HOPG
Hyb-Zn-0;

ITO

IUPAC
Km

2-[(hydroksyimino)metylo]-1-metylopiryd-1-yna, pralidoksyna
Kwas askorbinowy

Paliwowe bioogniwo kwasowo-askorbinowe
Dianion 2,2’-azynobis(3-etylobenzotioazolino-6sulfonianowy)

Acetaminofen, paracetamol
Acetlylocholinoesteraza - enzym
Acetylocholina

Acetonitryl
Mikroskopia sit atomowych
Chlorek acetylotiocholiny

Jodek acetylotiocholiny

Nanoczgstki ztota

Acetylocholinoesteraza genetycznie modyfikowana
Bioogniwo paliwowe

Oksydaza bilirubiny - enzym

Nanoczgstki wegla (ang. carbon black)
Chlorfenwinfos

Nanoczastki wegla funkcjonalizowane grupami fenylosulfonowymi
(Emperor 2000, Cabot Corp.)

Nanorurki wegla

Ftalocyjanina kobaltu

Weglowa elektroda pastowa

Okson chloropiryfosu

Bromek cetylotrimetyloamonu

Cysteina

Wolatmperometria cykliczna

Dopamina

Dopaminochrom

Dopaminochinon

Bezposrednie przeniesienie elektronu
Woltamperometria réznicowa pulsowa

Kwas 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy), odczynnik Ellmana
Enzymatyczne bioogniwo paliwowe

Wegorz elektryczny, z ktérego izolowana jest acetylocholinoesteraza
Metoda elektrolitycznego osadzania

Unia Europejska

Metoda elektoforetycznego osadzania

Wegiel szklisty

Oksydaza glukozy - enzym

Wysoko zorientowany grafit pirolityczny

Hybrydowe ogniwo cynkowo-tlenowe sktadajace sie z katody zmodyfikowanej
enzymem oraz anody cynkowej

Szklo pokryte cienka warstwa tlenku indu (III) domieszkowanego tlenkiem
cyny (IV)

Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej

Stata Michealisa
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LbL
LDAC
LOD

MeOH
MWCNT

NP

Mx

ocv

oP

PDDA
PVA
PVA-AWP

RDE
SEM
SPE

SPR
SWCNT
SWNTP
TC
TCNQ
TDA
TDAp
TEPP
TMA
TMAp
TMAz01
TEOS
TMOS
TPS
TPSp
OTEOS

SECM
UA

UPD

viii

Metoda warstwa-po-warstwie stuzaca do modyfikacji powierzchni
Leukodopaminochrom
Granica wykrywalnosci

Metanol
WieloScienne nanorurki weglowe

Nanoczastki

Malaokson

Napiecie obwodu otwartego ogniwa

Pestycydy fosforoorganiczne

Poli(chlorek dimetylodialliloamonu)

Alkohol poliwinylowy

Prepolimer zawierajacy ugrupowania azydkowe (ang. azide-unit pendant
water-soluble photopolymer)

Wirujaca elektroda dyskowa
Skaningowa mikroskopia elektronowa
Elektroda sitodrukowana

Plazmonowy rezonans powierzchniowy

Jednoscienne nanorurki weglowe

Papier wykonany z SWCNT (ang. single-walled nanotubes paper)
Tiocholina

Tetracyjanochinodimetan

Submikroczastki polikrzemianowe otrzymane z prekursoréw: TDAp i TMOS
Chlorek N-tetradecylo-N,N-dimetylo-N-[3-(trimetoksysililo)propylo]amonu
Tetraetylopirofosforan

Submikroczastki polikrzemianowe otrzymane z prekursorow: TMAp i TMOS
Chlorek N-trimetoksysililopropylo-N,N,N-trimetyloamonu

Film polikrzemionowy otrzymany z prekursoréw: TMAp i TMOS
Tetraetoksysilan

Tetrametoksysilan

Submikroczastki polikrzemianowe otrzymane z prekursoréow: TPSp i TMOS
Siarczan trietoksysililiopropylo(polietylenooksy)propylo potasu
n-octyltrietoksysilan

Skaningowa mikroskopia elektrochemiczna
Kwas moczowy

Proces przedpotencjalowego osadzania
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Spis przygotowanych elektrod

ITO-TDA
ITO-TMA
ITO-TPS

Au-Au(n)

Au-TPS(n)

TDA-CNP(n)

TDA-CNP(n)-BOD
TDA-CNP(n)-ABTS-BOD

TMA-CNP(n)

TMA-CNP(n)-NF

TMA-CNP(n)-BOD

TMA-CNP(n)-BOD-NF

TMA-CNP(n)-AChE

TMA-CNP(n)-TMOS-AChE

TMA-CNP(n)-OTEOS-AChE

TMA-CNP(n)-TMA-TMOS-

AChE

TMA-CNP(n)-TPS-TMOS-
AChE

TMA-CNP(6)-TPS-TMOS-

AChE paskowa
TMAzol'CNP(n)

TMA.0-CNP (n)-NF

ITO pokryte submikroczastkami polikrzemianowymi TDA
ITO pokryte submikroczastkami polikrzemianowymi TMA
ITO pokryte submikroczastkami polikrzemianowymi TPS

ITO modyfikowane réznoimiennie natadowanymi
nanoczastkami ztota metoda warstwa-po-warstwie,

n - liczba warstw

ITO modyfikowane réznoimiennie natadowanymi
nanoczastkami ztota i czastkami polikrzemianowymi
metoda warstwa-po-warstwie, n - liczba warstw

ITO modyfikowane réznoimiennie natadowanymi
nanoczgstkami wegla(CNP) i czagstkami TDA metoda
warstwa-po-warstwie, n - liczba warstw

Elektroda TMA-CNP zmodyfikowana oksydazg bilirubiny
przez adsorpcje z roztworu

Elektroda TMA-CNP z zaadsorbowanym mediatorem
ABTS? oraz zmodyfikowana oksydazg bilirubiny przez
adsorpcje z roztworu

ITO modyfikowane réznoimiennie natadowanymi
nanoczastkami wegla (CNP) i czagstkami TMA metoda
warstwa-po-warstwie, n — liczba warstw

Elektroda TMA-CNP pokryta warstwa Nafionu

Elektroda TMA-CNP zmodyfikowana oksydazg bilirubiny
przez adsorpcje z roztworu

Elektroda TMA-CNP zmodyfikowana oksydaza bilirubiny
przez adsorpcje z roztworu i pokryta warstwg Nafionu
Elektroda TMA-CNP zmodyfikowana
acetylocholinoesterazg przez adsorpcje z roztworu
Elektroda TMA-CNP zmodyfikowana
acetylocholinoesteraza przez putapkowanie w matrycy
polikrzemianowej utworzonej z TMOS-u

Elektroda TMA-CNP zmodyfikowana
acetylocholinoesteraza przez putapkowanie w matrycy
polikrzemianowej utworzonej z OTEOS-u

Elektroda TMA-CNP zmodyfikowana
acetylocholinoesteraza przez putapkowanie w matrycy
polikrzemianowej utworzonej z TMOS-u i TMAp
Elektroda TMA-CNP zmodyfikowana
acetylocholinoesteraza przez putapkowanie w matrycy
polikrzemianowej utworzonej z TMOS-u i TPSp
Elektroda sktadajaca sie z dwo6ch odrebnych paskéw: TMA-
CNP(6) i TPS-TMOS-AChE

ITO modyfikowane nanoczastkami wegla (CNP) i filmem
polikrzemianowym utworzonym z TMAp i TMOS, metoda
warstwa-po-warstwie, n - liczba warstw

Elektroda TMA,o-CNP pokryta warstwg Nafionu

ix

http://rcin.org.pl



TMA0-CNP(n)-BOD
TMA-CNP(n)-BOD-NF
ITO/CNP (EPD)

TMOS-CNP

OTEOS-CNP

TMA-TMOS-CNP

TMA-TMOS-CNTat

DS
DS-CNP

DS-CNP -TMA-TMOS-AChE

DS'CNTat

DS'CNTps

SPEL
SPEL-CNP
SPEL-CCNP

SPEL-CCNP-TMA-TMOS-AChE

SPEL-CCNP-PVA-AChE

GC-CNP

Elektroda TMA,,-CNP zmodyfikowana oksydaza bilirubiny
przez adsorpcje z roztworu

Elektroda TMAz,-CNP zmodyfikowana oksydaza bilirubiny
przez adsorpcje z roztworu i pokryta warstwg Nafionu

ITO modyfikowane nanoczgstkami wegla (CNP) metoda
elektroforetycznego osadzania

ITO modyfikowane nanoczastkami wegla przez
putapkowanie w matrycy polikrzemianowej utworzej z
TMOS-u

ITO modyfikowane nanoczastkami wegla przez
putapkowanie w matrycy polikrzemianowej utworzej z
OTEOS-u

ITO modyfikowane nanoczgstkami wegla przez
putapkowanie w matrycy polikrzemianowej utworzej z
TMOS-ui TMAp

ITO modyfikowane nanorurkami wegla (SWCNT
wygotowanymi w kwasie azotowym (V)) przez
putapkowanie w matrycy polikrzemianowej utworzej z
TMOS-ui TMAp

Weglowa elektroda sitodrukowana C110 Dropsens
Elektroda DS modyfikowana nanoczgstkami wegla przez
odparowanie rozpuszczalnika z kropli zawiesiny
Elektroda DS-CNP zmodyfikowana acetycholinoesterazg
przez putapkowanie w matrycy polikrzemianowej
utworzonej z TMOS-u i TMAp

Elektroda DS modyfikowana nanorurkami wegla (SWCNT
wygotowanymi uprzednio w kwasie azotowym (V)) przez
odparowanie rozpuszczalnika z kropli zawiesiny
Elektroda DS nanorurkami wegla (SWCNT
sfunkcjonalizowanymi sulfonianem piranu) przez
odparowanie rozpuszczalnika z kropli zawiesiny

Weglowa elektroda sitodrukowana w warunkach
laboratoryjnych

Elektroda SPEL modyfikowana nanoczastkami wegla przez
osadzenie z kropli zawiesiny

Elektroda SPEL modyfikowana nanoczastkami wegla przez
dodanie do pasty drukarskiej

Elektroda SPEL-CCNP zmodyfikowana acetycholinoesteraza
przez putapkowanie w matrycy polikrzemianowej
utworzonej z TMOS-u i TMAp

Elektroda SPEL-CCNP zmodyfikowana acetycholinoesteraza
przez putapkowanie w alkoholu poliwinylowym

Elektroda z wegla szklistego modyfikowana nanoczastkami
wegla przez odparowanie rozpuszczalnika z kropli
zawiesiny

http://rcin.org.pl



Wstep i cel

Nieustanny postep medycyny wymaga doskonalenia narzedzi diagnostycznych oraz
urzadzen zdolnych do ich zasilania. Mowa o czujnikach, ktére utatwiaja Zycie milionom ludzi
chorych m.in. na cukrzyce, umozliwiajac im codzienny pomiar stezenia glukozy we krwi za
pomoca domowego, jednorazowego testu. Ze wzgledu na bardzo duze zapotrzebowanie, na
rynku dostepnych jest juz wiele tego typu sensoréow. Nadal poszukiwane sa nowe, proste
rozwigzania, ktére umozliwig detekcje takich substancji, ktérych obecne metody oznaczania
sg drogie i skomplikowane. Przyktadem jest dopamina, neuroprzekaznik, ktérego niedobor
moze prowadzi¢ m.in. do choroby Parkinsona. Elektrochemiczna detekcja dopaminy nie
nalezy do prostych metod z uwagi na obecno$¢ w ptynach fizjologicznych innych substancji
elektroaktywnych. Czujniki umozliwiajgce jej oznaczanie w warunkach domowych badz w
gabinecie lekarskim znaczaco poprawityby diagnostyke pacjentow. Z tego powodu trwaja
intensywne badania nad ich udoskonaleniem.

Rozwdj rolnictwa przyczynia sie do zanieczyszczania Srodowiska naturalnego
toksycznymi pestycydami fosforoorganicznymi, uzywanymi od poczatku XX wieku jako
insektycydy. Przedostajac sie do wod gruntowych stanowig niebezpieczenistwo zatrucia ludzi
i zwierzat, prowadzgc nawet do ich $mierci. Sprawne i szybkie oznaczanie pestycydow w
wodzie pitnej jest niezbedne i wymagane prawem Unii Europejskiej. Do tego potrzebne s3
narzedzia, ktérych mozna uzy¢ takze w warunkach polowych. Wiele prac poswiecono takim
czujnikom, w szczegélnosci inhibitorowemu czujnikowi amperometrycznemu, w ktérym
detekcja pestycydéw odbywa sie w sposdb posredni. Do jego przygotowania niezbedna jest
elektroda czulta na generowang enzymatycznie tiocholine. Elektroda taka poza
wykorzystaniem w czujnikach pestycydéw, moze mie¢ zastosowanie do badania aktywnosci
enzymu, acetylocholinoesterazy, ktéry wystepuje u ludzi i zwierzat. Enzym ten jest
inhibitowany przez pestycydy, a wiec pomiar jego aktywnosci moze mie¢ niebagatelne
znaczenie.

Kazdy czujnik potrzebuje zrédta zasilania. Od potowy XX wieku trwajg prace nad
udoskonaleniem enzymatycznego bioogniwa paliwowego, a wciaz uzyskiwane moce
i gestosci pradéw sa niewielkie. Dlatego jako alternatywe zaproponowano ogniwo
hybrydowe taczace metaliczng anode z biokatoda modyfikowang enzymem. Jednak idealnym
rozwigzaniem zdaje sie by¢ samonapedzajacy czujnik, ktéry nie potrzebowatby zasilania
zewnetrznego.

Przydatne w rozwoju powyzszych urzadzen mogg by¢ nowe materialy elektrodowe
otrzymywane prostymi metodami z mozliwie tanich komponentéw, wykazujace duze
powinowactwo do molekut biologicznych oraz wysoka aktywnos¢ elektrokatalityczna.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto przygotowanie modyfikowanych elektrod
oraz wykorzystanie ich jako elementéw bioogniw i czujnikow amperometrycznych.
Wykonano szereg réznych materiatéw elektrodowych, w oparciu przede wszystkim
o nanoczastki wegla, ale takze o nanoczastki zitota, nanorurki weglowe oraz czastki
polikrzemianowe. W tym celu wykorzystano kilka sposobéw modyfikacji powierzchni:
gléwnie metodg warstwa-po-warstwie, ale takze osadzanie elektroforetyczne, osadzanie z
kropli zawiesiny, unieruchomienie w matrycy polikrzemianowej czy domieszkowanie pasty
weglowej. W celu aplikacji w bioogniwie czy bioczujniku, elektrody zmodyfikowano
enzymami przez adsorpcje z roztworu lub putapkowanie w matrycy polikrzemianowej czy
alkoholu poliwinylowym. Otrzymane elektrody poddano intensywnym badaniom majgcym
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na celu poznanie ich wilasciwosci oraz zrozumieniu zachodzacych na nich proceséw
bioelektrokatalitycznych.
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1. Nanomateriaty

1.1 Wegiel i jego odmiany w zastosowaniu elektrochemicznym

Zainteresowanie weglem, jako materialem aktywnym elektrochemicznie siega
poczatku wieku XIX, kiedy to w latach 1807-1808 Sir Humphrey Davy uzyt grafitowych
elektrod do elektrolitycznego otrzymywania metali alkalicznych, potasu i magnezu 1.
Nastepnie, w roku 1866 Leclanche zastosowat nanoczastki wegla tzw. czern weglowa
(ang. carbon black, CB) jako anode w ogniwach pierwszego rodzaju, w postaci preta
otoczonego sproszkowanym dwutlenkiem manganu (MnO:) 2. W podzniejszych latach CB
zastepowano porowatym weglem szklistym, grafitem lub wiéknami weglowymi 23.
Ze wzgledu na wysokie przewodnictwo i dobrg absorpcje tlenu, grafit znalazt réwniez
zastosowanie w bateriach alkalicznych 4, a CB i inne odmiany wegla w bateriach cynkowo-
tlenowych 5 i ogniwach paliwowych 67. Pozwolito to na konstruowanie ogniw czy sensoréw
wolnych od toksycznych metali ciezkich 8. Zaleta materiatow weglowych jest duze
powinowactwo do molekul biologicznie aktywnych 9. Otwiera to droge do tworzenia
bioogniw 10 lub biosensoréw enzymatycznych 1! czy sensoréw czutych na biomolekuty 12,
ktére tatwo ulegaja adsorpcji na rozwinietych powierzchniach materiatéw weglowych 13,
Uzycie wegla do wyzej wymienionych celéw ma swoje uzasadnienie w niezwyklych
wilasciwosciach  elektrycznych i  strukturalnych. Jego unikatowo$¢, wiagze sie
z wystepowaniem wielu statych form oraz odmian alotropowych (Rys. 1.1). W zaleznosci od
rodzaju hybrydyzacji i struktury atomowej wegiel moze formowaé warstwy
potprzewodnikowego grafitu, nieprzewodzacego, bardzo twardego diamentu albo wegla
amorficznego o wysoce rozwinietej powierzchni. Ponadto tworzy wiele innych nanostruktur
jak nanorurki, nanocebulki, grafen !4 czy zaproponowany ostatnio penta-grafen 15.
Kontrowersyjng odmiang alotropowa jest karbin, w ktérym atomy wegla potaczone sg
naprzemiennie potrdojnym i pojedynczym wigzaniem. Mimo jego ciekawych potencjalnych
wilasciwosci, jak wysoka wytrzymato$¢ mechaniczna, ze wzgledu na malg stabilnos$¢ i
skomplikowang synteze, pozostaje w sferze badan naukowych. Tak ogromna réznorodno$c¢
form weglowych daje wiele mozliwosci rozwigzan konstruktorskich oraz aplikacji
w nowoczesnej technologii i elektrochemii.

CARBON

DIAMOND 3{'2 Fullerenes and ﬁ‘:f,“f"},:,ﬁ;m} Cari:}ynes
| Nanotubes "

sp?
l quast sp-

l Hexagonal MNon-graphitizable |

Rhombohedral | Graphitizable

Turbostratic
HT

Rys. 1.1 Podziat wegla ze wzgledu na odmiany alotropowe 14,

W  elektrochemii najczeSciej wykorzystywane s3 struktury oparte na weglu
o hybrydyzacji sp?, jak grafit, wegiel amorficzny, nanorurki weglowe (ang. carbon nanotubes,
CNT), fulereny czy grafen. Najmniej uporzadkowany wegiel amorficzny zbudowany jest z
warstw grafenowych utozonych jak domki z kart, z wieloma defektami i znieksztatceniami.
Warstwa grafenowa to ptasko utozone atomy wegla, potaczone silnymi wigzaniami
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kowalencyjnymi, tworzac strukture heksagonalng (Rys. 1.2a). W warstwach tych wystepuje
wegiel o hybrydyzacji typu sp?, w przeciwienstwie do sp3 w diamencie, materiale
o catkowicie odmiennych wtasciwosciach (Rys. 1.2b). W przypadku wegla bezpostaciowego
oprocz hybrydyzacji sp?, wystepuja takze frakcje wegla o hybrydyzacji sp3 14.

Graphite Diamond

Rys. 1.2 a) Pojedyncza warstwa grafenowa 16, b) rodzaje hybrydyzacji wegla i odpowiadajace im struktury

atomowe w graficie i diamencie 17.

Rézne rodzaje wegla bezpostaciowego wykorzystywane sg w przemysle do produkcji grafitu
syntetycznego, ktéry z kolei stuzy do produkcji ogniw. Wegiel ten stosuje sie tez do
wytwarzania elektrod grafitowych, w przemysle aluminiowym oraz w bateriach litowo-
jonowych 18,

Grafit (Rys. 1.2b) wykazuje wtasciwo$ci zaréwno metali, takie jak wysokie
przewodnictwo elektryczne i cieplne, a takze niemetali czyli chemiczng obojetnos¢, opornosé
termiczng oraz smarowno$¢ 19. Zbudowany jest z polikrystalicznych czgstek, sktadajacych sie
z kilku pojedynczych, uporzadkowanych (w naturalnym graficie) krysztatow. Strukture
grafitu tworza rownolegle utozone wzgledem siebie warstwy grafenowe, pomiedzy ktérymi
wystepujg stabe oddziatywania van der Waalsa. W zalezno$ci od pochodzenia, obroébki i
czystosci, grafit moze wystepowa¢ w roéznych formach, tym samym wykazywac roézne
wlasciwosci i szerokie zastosowanie. Wyro6znia sie cztery podstawowe jego rodzaje: wysoko
zorientowany grafit pirolityczny (ang. highly-oriented pyrolytic graphite, HOPG), wegiel
szklisty (ang. glassy carbon, GC), wiékna weglowe i CB 20. Stosujgc rézne metody interkalacji
grafitu, np. anionami kwasowymi lub metalami alkalicznymi, mozna zmienia¢ jego
wiasciwosci (np. objeto$¢, przewodnictwo elektryczne), dzieki czemu jest znacznie bardziej
uzyteczny przy produkcji wielu baterii 20.21,

W ostatnim czasie szczegblnym zainteresowaniem cieszg sie réznorodne nanoformy
weglowe, takie grafen, nanocebulki, nanorurki oraz czgsteczki jak fullereny. Fulereny zostaty
odkryte przez Kroto w 1985 roku 22, a najpopularniejszy, Ceo, ma ksztatt pitki futbolowej
zbudowanej z fragmentéw warstw grafenowych potaczonych pieciokatnymi strukturami
wegla 23. Czyste fulereny nie przewodza pradu elektrycznego, ale domieszkowane metalami
alkalicznymi stajg sie prawie tak dobrymi przewodnikami jak metale 24 Mozliwo$¢
zamykania molekut wewnatrz fulerenéw ma szczeg6lnie znaczenie w medycynie 25.

Grafen po raz pierwszy wyizolowano w 2004 roku 2é. Potencjalne jego zastosowanie
jest bardzo szerokie i wigzane sg z nim duze nadzieje, np. w detekcji pojedynczych molekut
gazoéw, uzyciu jako przezroczyste elektrody, w monitorach, ogniwach stonecznych,
w tranzystorach, a takze ze wzgledu na niezwykle wlasciwosci optyczne, elektryczne,
mechaniczne i termalne, w urzadzeniach medycznych i biomedycznych 27. Grafen, obecnie
jest bardzo popularny w badaniach naukowych. Wydaje sie jednak, ze ze wzgledu na mato
rozwinietg powierzchnie, nie jest najlepszym materiatem do konstrukcji czujnikéw czy
ogniw 28, Obecnie dysponujemy tanszymi i fatwiej dostepnymi odmianami wegla, jak cho¢by
CB o bardzo rozwinietej powierzchni.

http://rcin.org.pl



1.1.1 Nanoczastki wegla

Nanoczastki wegla (ogoélnie carbon black, CB) od dawna powszechnie stosowane s3
jako substancja barwigca. W réznych gateziach przemystu CB uzywa sie do ochrony przed
promieniowaniem UV, a niewielkie ilosci dodawane do bialych farb redukujg ich jasnosc.
Witasciwos$ci przewodzace wykorzystywane sg zaréwno w elektronice, jak i do pokrywania
powierzchni, np. samochodéw 29, CB powszechnie wykorzystuje sie jako dodatek do
materiatdow polimerowych, np. przy produkcji opon. Efekt stabilizacji, wzmocnienia i
wydtuzenia czasu zycia materiatdw gumowych zawierajacych CB znany jest od wielu lat i
ttumaczony oddziatywaniami grup funkcyjnych nanoczastek z polarnymi polimerami.
Powierzchnia CB pokryta jest najczesciej grupami chinonowymi, fenolowymi, laktonowymi
czy karboksylowymi 30, Komercyjnie dostepne sa rézne odmiany CB, a w warunkach
laboratoryjnych stosuje sie modyfikacje powierzchni w celu zmiany wtasciwosci nanoczastek
i dostosowania ich do wilasnych potrzeb 3. Moze to by¢, np. funkcjonalizowanie solami
diazoniowymi przez chemiczne wigzanie 3233 lub z wykorzystaniem reakcji typu ,click” z
udziatem elektrochemicznego przeniesienia elektronu 34. Znane s3g takze inne modyfikacje,
np. nitroaniling 35 lub ferrocenem 36,

Nanoczastka wegla zbudowana jest z kilku warstw podobnych do grafenowych,
na zewnatrz uporzgdkowanych o réwnolegtej orientacji, ktéra zmniejsza sie blizej Srodka
czastki (Rys. 1.3). Wielko$¢ czastek zalezy $cisle od parametréw i metody otrzymywania.
Zazwyczaj waha sie od 5 do 100 nm 18

Rys. 1.3 Modelowa struktura pojedynczej nanoczastki wegla z koncentrycznymi warstwami grafenowymi 18,

Najpopularniejsza komercyjng odmiang CB jest czern acetylenowa (ang. acetylene
black). Otrzymuje sie ja przez niecatkowite spalanie gazowych weglowodoréw np. etynu 37.
Taki rodzaj wegla wykorzystywany jest m.in. w ogniwach paliwowych 38, bateriach 39, a takze
w elektroanalizie do detekcji nitrofenoli 49, chryzofanolu 4! czy insuliny 42. Oprécz metody
spaleniowej, do produkcji CB stosuje sie synteze hydrotermiczna. Jest to rodzaj reakcji
chemicznej zachodzacej w §rodowisku wodnym w podwyzszonej temperaturze (160-200°C)
i ci$nieniu, w uktadzie zamknietym 43. Metoda cieszy sie duzg popularnoscia ze wzgledu na
niski koszt i szeroko dostepne substraty procesu (biomasa, weglowodory, polimery). Synteza
hydrotermiczna pozwala na lepsza kontrole procesu nukleacji, dyspersji i szybkosci
zachodzacych reakcji, a co za tym idzie na ksztatt i wielko$¢ otrzymywanych nanoczastek 44.
Dodatkowo, z powodu zamknietego uktadu i Srodowiska wodnego, jest metodg ekologiczna.
W poréwnaniu do techniki spaleniowej, pozwala na roéznorodng funkcjonalizacje
powierzchni.

Inna forma CB to Pureblack®. Charakteryzuje sie wysoka czystosScig
i przewodnictwem dzieki zastosowaniu grafityzacji. Proces ten powoduje réwnolegte
ulozZenie warstw grafenowych, podobnie jak to ma miejsce w graficie. Grafityzacja wplywa tez
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na inne parametry tego materiatu, jak zmniejszong absorpcje rozpuszczalnikéw, co sprzyja
jego zastosowaniu m.in. w bateriach litowo-jonowych 45.

Kolejng odmiang CB jest Vulcan XC-72R (Cabot. Corp) 6. Wyrdznia go bardzo
rozwinieta powierzchnia, gesto pokryta grupami chinonowymi, co czyni ja dogodnym
podtozem do dalszych chemicznych modyfikacji 47. Vulcan dekorowany platyng odegrat
wazng role w rozwoju ogniw paliwowych opartych na elektrodach weglowo-metalicznych.
Przeniesienie elektronu na tego typu materiatach zachodzi prawdopodobnie poprzez atom
tlenu zlokalizowany na powierzchni wegla i moze by¢ regulowane przez zmiane jej
morfologii. Dlatego tez oddziatywanie pomiedzy weglem i metalem stato sie przedmiotem
szczegbtowych badan 48.

Nanoczastki CB, ktére w ostatnim czasie cieszg sie zainteresowaniem wsréod
elektrochemikéw to Emperor 2000 (Cabot Corp.) (CNP) 3749, Funkcjonalizowane sg grupami
fenylosulfonowymi 50, a ich $rednica waha sie w przedziale 9-13 nm 5. Latwo ulegaja
dyspersji w wodzie tworzac stabilng zawiesine i stanowig jeden z najnowocze$niejszych
czarnych barwnikow 5052, Charakteryzujg sie wysoce rozwinieta powierzchnig (Rys. 1.4),
ktéra zgodnie z izoterma Brunauera, Emmetta i Tellera (BET) wynosi 346 m2g-, a $redni
promien czgstki wynosi ok. 3,9 nm (Rys. 1.4) 3749,

Rys. 1.4 Obraz skaningowej mikroskopii elektronowej (ang. scanning elektron microscopy, SEM) nanoczastek
wegla Emperor 2000 (CNP) 49.

Nanoczastki CNP stanowig dobry materiat wyj$ciowy do kolejnych modyfikacji przez
kowalencyjne wigzanie molekul, fizysorpcje, czy za pomoca metody hydrotermicznego
owijania (ang. hydrothermal wrapping) stosowanej w celu otrzymania materiatu typu rdzen-
ptaszcz (ang. core-shell) 53. Przykladowa modyfikacja jest przeksztalcenie grup
fenylosulfonowowych w grupy sulfonoamidowe, co powoduje zmiane wtasciwosci czastek
oraz tadunku (Rys. 1.5) 54,
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Rys. 1.5 Schemat reakcji modyfikacji czastek CNP 54.

Natomiast metode hydrotermalnego owijania uzyto do zmodyfikowania CNP polimerami
o silnym dodatnim fadunku: poli(4-winylopirydyng) 55 lub chitosanem 3¢ (Rys. 1.6).
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Rys. 1.6 Schemat procesu hydrotermicznego owijania nanoczastki CNP 56,

Modyfikacja ta niosta za sobg wiele trudnosci zwigzanych z blokowaniem przewodnictwa
CNP przez otaczajacy je polimer (Rys. 1.7a) 53. Jednak kontrola grubosci i jakosSci pokrycia
nanoczastek zaowocowata powstaniem materiatu o wysokim przewodnictwie elektrycznym
i pojemnosci (Rys. 1.7b). Dla elektrody modyfikowanej takimi CNP, otrzymano liniowg
zalezno$¢ rejestrowanej pojemnosci warstwy podwdjnej od ilo$ci osadzonego materiatu (Rys.
1.7¢), specyficzna pojemno$¢ wyniosta 18 F g-156,
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Rys. 1.7 Schemat nanoczastek wegla typu rdzen-ptaszcz gdzie: a) ptaszcz blokuje przeniesienie elektronu miedzy
elektroda a czastkami, b) ptaszcz przewodzi prad elektryczny; c) zalezno$¢ pomiedzy pojemnoscia elektryczna
a masg osadzonego materiatu 56.

Funkcjonalizacja powierzchni wplywa m.in. na wtasciwosci spektroskopowe
nanoczastek. Wida¢ to na widmie odbicia rozproszonego w podczerwieni (DRIFT) (Rys. 1.8a)
zarejestrowanym dla trzech odmian CB: hydrofobowego Monarch 800 (Cabot Corp.),
hydrofilowego = CNP, oraz dodatnio natadowanego CNP funkcjonalizowanego
etylenodiaming 37. Dla wszystkich odmian obserwowano pasmo przy 2300 cm,
charakterystyczne dla zaadsorbowanego CO; na badanej powierzchni, szczegoélnie
intensywne dla CNP modyfikowanych etylenodiaming, jako rezultat oddzialywania grup
aminowych z atmosferycznym CO,. Pasma w zakresie 2700-3000 cm-! prawdopodobnie
odpowiadaja drganiom grup C-H, C-C albo C-0, natomiast przy 1330 i 1150 cm-! kojarzone s3
z wystepowaniem na powierzchni odpowiednio ugrupowan typu S-0 i S-N przy 905 cm-1 37,
Jest to dowdd na to, Ze czastki pokryte sg ré6znymi grupami funkcyjnymi.

Rys. 1.8b przedstawia widma Ramana omawianych CB zarejestrowane przy réznych
dtugo$ciach fali 37. Widoczne charakterystyczne pasma D i G odpowiadajg amorficznej
(hybrydyzacja sp3) i grafitowej (sp?) strukturze wegla. Przy wzbudzaniu w zakresie Swiatta
ultrafioletowego (Rys. 1.8b(C)) nie wida¢ znaczacej réznicy pomiedzy widmami badanych
czastek. Natomiast juz w $wietle czerwonym (Rys. 1.8b(B)) i zielnym (Rys. 1.8b(A)) takie
réznice wystepuja. Widoczne sg systematyczne zmiany intensywnosSci pasma G, by¢é moze
powigzane z tadunkiem powierzchniowym czastek. Bardzo ciekawy jest staby sygnat
luminescencyjny przy ok. 2500 cm! (oznaczony na Rys. 1.8b jako L), sugerujacy wplyw
modyfikacji powierzchni CNP na jego wilasciwosci fotochemiczne. Podobne efekty
obserwowano wczesniej dla Vulcanu XC-72 57. Spos6b funkcjonalizacji powierzchni wplywa
réwniez na obserwowane widmo spektroskopii fotoelektronéw X (XPS), na ktéorym para
pikow odpowiadajgca nieprotonowanej i protonowanej formie aminy wystepuje wylacznie
dla CNP modyfikowanych etylenodiaming 54.
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Rys. 1.8 Schemat nanoczastek wegla i zdjecia ich zawiesin w wodzie: (i) Monarch 800, (ii) Emperor 2000 (CNP),
(iii) Emperor 2000 (CNP) sfunkcjonalizowane etylenodiaming a) widmo DRIFT dla wymienionych nanoczastek,
b) widmo Ramana rejestrowane przy pomocy lasera o dlugosci fali (A) 785, (B) 532, (C) 325 nm 37.

Jedno z pierwszych zastosowan CNP w elektrochemii, polegato na modyfikacji szkta
pokrytego cienka warstwg tlenku indu (III) domieszkowanego tlenkiem cyny (IV)
(ang. indium tin oxide, ITO). W tym celu wykorzystano metode warstwa-po-warstwie (ang.
layer-by-layer, LbL) naprzemiennie osadzajgc cienkie filmy =z CNP i chlorku
polidiallilodimetyloamoniowego (PDDA) (CNP-PDDA) 5859 lub CNP i chitosanu ¢0. Elektrody te
wykazuja wtasciwosci Kkatalityczne w stosunku do utleniania dopaminy i kwasu
askorbinowego 57 lub triklosanu, $rodka przeciwgrzybiczego 58. Rejestrowany prad piku,
nieodwracalnego utleniania triklosanu, zalezy od naniesionej na ITO liczby warstw CNP-
PDDA (Rys. 1.9a). Umozliwia to kontrole wtasciwosci katalitycznych elektrody i ich dob6r w
taki sposéb, aby otrzymac niska granice wykrywalnosci 58. CNP zastosowano tez w innych
elektrodach typu LbL, np. w potgczeniu z nanoczastkami ztota (AuNP) funkcjonalizowanymi
grupami o fadunku dodatnim ¢! oraz w potaczeniu z submikroczastkami polikrzemianowymi
modyfikowanymi cieczg jonowg 62. Rys. 1.9b przedstawia powierzchnie opisanej elektrody,
na ktorej wida¢ duze czastki polikrzemianowe pokryte zagregowanymi CNP.

0.0 0.5 1.0 ’
a) E/Vvs. SCE b) ag= S0.00K X WG PAN

Rys. 1.9 a) Krzywa woltamperometrii cyklicznej (CV) zarejestrowana na elektrodzie CNP-PDDA pokrytej:
(i) 1, (ii) 5, (iii) 12, (iv) 24 podwdéjnymi warstwami, 0,05 M Triklosan w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 9,5,
szybko$¢ polaryzacji v= 100 mV s-1, 59, b) obraz SEM elektrody ITO pokrytej trzema warstwami CNP i
submikroczastek polikrzemianowych 62.

Nanoczastki CNP modyfikowane etylenodiaming w potaczeniu z CNP o ujemnym tadunku,
postuzyty do przygotowania weglowej elektrody typu LbL (CNP(+)-CNP(-)). Materiat okazat
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sie dogodny do immobilizacji enzymu, np. oksydazy bilirubiny (ang. bilirubin oxidase, BOD) 63.
Obraz SEM elektrody CNP(+)-CNP(-) (Rys. 1.10a) przedstawia geste pokrycie podtoza ITO
agregatami nanoczastek wegla. Po unieruchomieniu na niej BOD zarejestrowano katalityczng
redukcje tlenu, a mierzony prad proporcjonalny byl do ilo$ci naniesionego materiatu
weglowego (Rys. 1.10b). Elektrody modyfikowane w podobny sposéb zostaly uzyte jako
biokatoda w hybrydowym ogniwie tlenowo-cynkowym 6.

40
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0}

.80 f(iv]
Tii),

j!uA cm2

-120
(i),

-160

0?2 U,‘A DTG 0.‘8
b) E IV vs. Ag|AgCI
Rys. 1.10 a) Obraz SEM elektrody LbL pokrytej trzema warstwami CNP(+)-CNP(-), b) CV zarejestrowane na
elektrodach CNP(+)-CNP(-) pokrytych: (i) jedng, (ii) trzema (iii) piecioma (iv) dziesiecioma warstwami
i zmodyfikowane BOD, 0,1 M nasycony tlenem bufor fosforanowy pH =4,8,v=1mV s-1 63,

Pojedyncze nanoczastki wegla wykazuja tendencje do taczenia sie w agregaty o roznej
wielko$ci i strukturze. Wyréznia sie cztery gltowne typy takich agregatéw: sferyczne,
eliptyczne, liniowe oraz rozgatezione 65. Odpowiednia dyspersja czastek i ich wlasciwosci
optyczne sg wazne z punku widzenia aplikacji, np. w tuszach drukarskich. Do badania
agregacji nanoczastek CNP na granicy faz ciecz-ciecz postuzyta np. metoda optycznego
obrazowania absorbancji 6.

Dodatek CNP do cieczy organicznej zawierajacej porfiryne manganowa (MnTPP),
utatwia tworzenie stabilnych mikrokropel na powierzchni elektrody ITO zanurzonej do
roztworu wodnego (Rys. 1.11) 67. Obecno$¢ CNP zwieksza i stabilizuje powierzchnie kontaktu
miedzyfazowego ciecz-ciecz oraz wspomaga przeniesienie jondw PFe. Dodatkowo, CNP

tworza wewnetrzny kanat wymiany elektron6w pomiedzy porfiryng manganows
a elektroda ¢7.

Rys. 1.11 Schemat kropli cieczy organicznej zawierajacej porfirynemanganowa (MnTPP) unieruchomionej na ITO
zanurzonej w roztworze wodnym, jon PF¢ ulega przeniesieniu pomiedzy fazami ciecz-ciecz ¢7.

1.1.2 Nanorurki weglowe

Nanorurka weglowa to zwinieta w rulon ptaszczyzna grafenowa (Rys. 1.12a) ¢8. Jej
konice moga by¢ otwarte lub zamkniete. Wtasciwo$ci nanorurek weglowych zalezg od
sposobu zwiniecia, dtugosci, $rednicy, morfologii, a takze wystepujacych defektow. Wyrdznia
sie dwa podstawowe rodzaje CNT: jedno$cienne o $rednicy 0,8-2 nm (ang. single-walled
nanotubes, SWCNT) oraz wieloScienne zazwyczaj o $rednicy 5-20 nm (ang. multi-walled
nanotubes, MWCNT). MWCNT zbudowane sa z koncentrycznie utozonych nanorurek
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SWCNT 68. W zalezno$ci od konfiguracji weglowych pierscieni heksagonalnych wyréznia sie
trzy typy CNT: krzesetkowa (réwnolegle, wzdtuz osi CNT), zyg-zag (rownolegle, wokot osi
CNT) i chiralng (skrecona) (Rys. 1.12b) ¢°.

a)
Rys. 1.12 a) Schemat formowania sie nanorurki weglowej 19, b) podziat CNT ze wzgledu na konfiguracje
pierscieni weglowych: (a) krzesetkowa, (b) zyg-zag, (c) chiralna 6°.

Nanorurki weglowe posiadajg wiele ciekawych wtasciwosci. To jedne z
najwytrzymalszych dostepnych materiatow, sg m.in. sto razy wytrzymalsze mechanicznie od
komercyjnie dostepnej stali weglowej 70. Ich przewodnictwo cieplne przewyzsza
przewodnictwo diamentu, a modut sprezystosci jest znacznie wyzszy od stali. CNT moga
zostaC rozciaggniete do prawie pieciokrotnej dtugosci, praktycznie z catkowitg pamiecia
ksztattu poczatkowego i niewykrywalnymi defektami struktury. Pojedyncza ptaszczyzna
grafenowa wykazuje dobre przewodnictwo pradu w dwdéch kierunkach, ale po zwinieciu w
rulon, przejawia anizotropie przewodnictwa wzdtuz osi nanorurki.

Nanorurki zazwyczaj wymagajg wstepnego przygotowania polegajacego na usunieciu
metalicznych zanieczyszczen, produktéw ubocznych syntezy. Do tego celu wykorzystuje sie
obrobke w kwasie azotowym (V), siarkowym (VI) lub chlorowym (VII) w roéznych
warunkach 71. Jednak ze wzgledu na niskg wydajno$¢ procesu oczyszczania, w CNT pozostajg
duze ilo$ci nanoczastek metali, co wptywa na ich wtasciwosci katalityczne. Jak sie okazato,
niektére reakcje w rzeczywisto$ci katalizowane sa gltéwnie zanieczyszczeniami, np.
nanoczastkami niklu, miedzi, Zelaza, nie za$ przez CNT. Istotny problem stanowi ochrona
$Srodowiska naturalnego przed metalicznymi zanieczyszczeniami nanorurek weglowych 72.

Zastosowanie CNT moze by¢ bardzo szerokie, nawet na skale przemystowg 73.
Powszechnie uzywane sg do magazynowania energii elektrycznej, np. w bateriach litowo-
jonowych do komputeréw i telefonéw 74 Waznym, nowym zastosowaniem CNT
sg elektrochemiczne filtry do oczyszczania wody 75.

Aplikacje CNT jako materiatu elektrodowego, zapoczatkowatly badania opublikowane
w 1996 roku przez Britto. Mieszanine MWCNT z bromoformem jako lepiszczem, umieszczono
w rurce szklanej i uzyto jako elektrode do amperometrycznej detekcji dopaminy 76.
Zaobserwowano odwracalne krzywe utleniania-redukcji tego neuroprzekaznika, trudne do
osiggniecia na materiatach grafitowych, na ktérych proces ten jest znacznie wolniejszy
i zachodzi przy wyzszym potencjale. Typowa krzywa woltamperometryczng dla elektrody
modyfikowanej SWCNT, zarejestrowana w réznych elektrolitach podstawowych przedstawia
Rys. 1.13 77. Précz pradu pojemnosciowego wystepuja takze piki zwigzane z procesem
faradajowskim, a pH elektrolitu znaczaco wplywa na ich ksztatt i potozenie. Sugeruje to
udziat jonéw wodorowych w zachodzacych procesach. W H;S04 zaobserwowano liniowg
zalezno$¢ pomiedzy pradem piku a szybkos$cig polaryzacji elektrody. Zatem widoczna para
pikow pochodzi od powierzchniowych reakcji redoks zachodzacych z udziatem grup
funkcyjnych zawierajacych tlen, jak np. grupy karboksylowe czy chinononowe.

8
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Rys. 1.13 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie zmodyfikowanej SWCNT w 1 M NacCl,
1 M H2S04 oraz 1 M KOH, (E vs. Ag|AgCl), v=50 mV s177,

Podobne zachowanie uktadu rejestrowano na elektrodzie modyfikowanej nanorurkami
MWCNT, ksztaltem przypominajgcymi bambus (Rys.1.14a) 78. Widoczna para pikow
odpowiada reakcji utleniania-redukcji powierzchniowych grup chinonowych. Wraz ze
wzrostem szybko$ci polaryzacji, potencjat piku anodowego przesuwa sie w strone wyzszych
wartosci, a piku katodowego w kierunku nizszych potencjatéw (Rys.1.14b). Prad piku takze
zalezy liniowo od szybkoSci polaryzacji.
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Rys. 1.14 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodach wykonanych z MWCNT typu
bambusowego w 1 M H2S04 a) v = 25 mV s'1, b) dla réznych v=10-40 mV s-178,

Poréwnanie sygnatu od elektrody z papieru wykonanego z SWCNT (ang. single-walled
nanotube paper, SWNTP) i pastowej elektrody weglowej (ang. carbon paste electrode, CPE) w
tym samym prébniku redoks (Rys. 1.15a) wskazuje na znaczny wzrost pradu
pojemnos$ciowego, czyli S$wiadczy o wiekszym rozwinieciu powierzchni elektrody
nanorurkowej. Zaobserwowano tzw. pseudopojemnosciowy prad faradajowski (zaznaczony
strzatkami) zwigzany z omawianymi wcze$niej reakcjami redoks grup funkcyjnych
zaadsorbowanych na powierzchni nanorurek. Réznica potencjatéw pikéw redoks
hesacyjanozelazianow (I1I) dla obydwu omawianych elektrod wynosi ok. 90 mV i jest wyzsza
od wartos$ci charakteryzujacej jednoelektrodowy proces odwracalny (59 mV). Wskazuje to na
przebieg reakcji w sposdb quasi-odwracalny. Wykazano takze, zZe wnetrze nanorurek jest
penetrowane przez elektrolit, czyli cala powierzchnia aktywna nanorurki ma wktad w
obserwowany prad tta, dzieki czemu material ten charakteryzuje sie ponad przecietna
wartoscig powierzchniowej pojemnosci specyficznej 125 pF mm-279,

Dla elektrody z duzym zageszczeniu nanorurek, sferyczne warstwy dyfuzyjne
poszczegbélnych CNT nakladaja sie i w rezultacie dla prébnika redoks otrzymuje sie
odpowiedz, w postaci dobrze wyksztatconych pikéw, charakterystyczng dla dyfuzji liniowej
(Rys. 1.15a). Gdy upakowanie CNT na powierzchni jest znacznie mniejsze, wtedy kazda
nanorurka zachowuje sie jak oddzielna nanoelektroda, a obserwowany sygnat ma
sigmoidalny ksztalt fali, charakterystyczny dla stanu stacjonarnego (Rys. 1.15b) 80. Elektroda
taka moze stuzy¢ jako ultraczuty biosensor elektrochemiczny, np. do oznaczania jonéw
otowiu w wodzie metoda rozwijania anodowego (ang. anodic stripping voltammetry) 81.
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Rys. 1.15 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie: a) CPE (wewnetrzna krzywa) oraz na
SWNTP o duzej gestosci okrycia (zewnetrzna krzywa), strzatki wskazuja na prad pseudopojemnosciowy w 5 mM
KsFe(CN)s w 0,1 M KCI, v =20 mV s-179, b) MWCNT o matej gesto$¢ pokrycia elektrody w 1 mM KasFe(CN)s,
0,1 MKCL v=20mV st 80,

0 szybkosci zachodzacego procesu, decyduje réwniez sposéb utozenia nanorurek w
stosunku do powierzchni elektrody (Rys. 1.16) 82. Dla CNT unieruchomionych prostopadle do
podtoza w sposéb uporzadkowany (Rys. 1.16a), roznica pomiedzy potencjatami piku
utlenienia-redukcji wynosi 59 mV, co oznacza, ze proces zachodzi catkowicie odwracalnie.
Natomiast réznica potencjatow na elektrodzie z nieuporzagdkowanymi, utoZonymi rownolegle
do podioza CNT jest wieksza, 99 mV (Rys. 1.16b). Pionowy i uporzadkowany rozkiad
nanorurek umozliwia wiekszg dostepnos$¢ reagenta do ich konncowek, ktére poréwnywane sg
z krawedziowymi ptaszczyznami grafitu pirolitycznego, natomiast Sciany nanorurek do
ptaszczyzn podstawowych grafitu, ze znacznie wolniejszg kinetyka transportu elektronow sz.

oy~

=50

-100 +

2] J
a) E ImV (versus Ag/AgCl) b) 150

Rys. 1.16 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie: a) pokrytej SWCNT utozonymi
prostopadle do podtoza, b) pokrytej SWCNT utoZzonymi réwnolegle do podtoza; 1 mM KzFe(CN)es w 0,05 M
KH2P04, 0,05 M KCl, pH=7,v=10 mV s-182,

1.2 Nanoczastki metali

W 1959 roku Richard P. Feynman wygtosit niezwykte seminarium ,There’s Plenty of
Room at the Bottom”, wskazujac miniaturyzacje i produkcje molekularng jako cele nauki
przysztosci 8. Opowiadal o manipulacji pojedynczymi molekutami lub czgstkami,
o miniaturyzacji komputeréw, zwiekszeniu wydajnos$ci maszyn liczgcych, a takze uzyciu
nanorobotéw w medycynie. Wydarzenie to zapoczatkowato nowa ere w nauce, dzi$
nazywang nanotechnologia.

Nanotechnologia obejmuje tworzenie oraz projektowanie materiatoéw, ktorych
wymiar przynajmniej w jednym kierunku miesci sie w zakresie 1-100 nm (1 nm = 10-9m) 84
W  odniesieniu do tej definicji nanomateriaty mozna podzieli¢ na trzy grupy:
1D - jednowymiarowe (cienkie filmy), 2D - dwuwymiarowe (nanodruty, nanorurki,
nanowtdkna) oraz 3D - tréjwymiarowe (nanoczastki, nanoklastery) 8s.

Jedne z ciekawszych i cieszace sie duzym zainteresowaniem nie tylko w $rodowisku
akademickim lecz takze przemystowym, to nanobiekty 3D: réznego rodzaju nanoczastki
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(ang. nanoparticles, NP) przede wszystkim metali. Wyro6znia sie dwa gtéwne podejscia do
syntezy nanoczastek metali: ,top-down” i ,bottom-up” (Rys. 1.17) 85 Pierwsza obejmuje
techniki rozdrabniania, umozliwiajgce zmniejszenie makroskopowych czastek az do
wymiaréw nanoskali. Jednakze syntezie matych, zunifikowanych obiektéw najbardziej
sprzyjaja techniki typu bottom-up, czyli budowanie atom po atomie 8.

TOP-DOWN BOTTOM-UP

Q¢ :
(* 1+ e
<l

Bulk metal Powder Clusters Atoms

Rys.1.17 Dwa podejscia do syntezy nanomateriatow 8s.

Inny podzial obejmuje metody fizyczne, chemiczne i fizykochemiczne 85. Zazwyczaj wystepuja
trzy etapy syntezy: zarodkowanie, wzrost i terminacja procesu 8. Do syntezy nanoczastek,
zar6wno monometalicznych jak i stopéw, wykorzystuje sie substancje stabilizujgce, dzieki
ktérym czastki charakteryzuja sie uporzadkowang strukturg atomowa. Zamkniety zbiér
atoméw danego metalu nazywany klastrem, charakteryzuje ,liczba magiczna” atoméw, dla
ktérej struktura atomowa jest stabilna energetycznie. Istnieje wiele mozliwych struktur, np.
kubooktaedr, ikosaedr (dwudziesto$cian foremny) czy struktura najgestszego
heksagonalnego upakowania (ang. hexagonal close packing, HCP) 86 (Rys. 1.18).

Icosahedron

o+

3 147 3EE
RN 55 \»
3

Cuboctahedro

47
55 .47

Rys 1.18 Struktura atomowa i liczby magiczne dla kilku reprezentatywnych klasterow 8s,

W ostatnich latach nanoczastki metali przykuwajg uwage naukowcoéw i inzynierow z
powodu ich unikatowych wtasciwosci elektrycznych, optycznych, magnetycznych oraz
chemicznych 8. Niewielka liczba atoméw, powoduje pojawienie sie efektéw zaleznych od
rozmiaru. To przede wszystkim: znaczny wzrost stosunku powierzchni do objetosci
nanoczastki oraz duza liczba atomoéw powierzchniowych. Powierzchnia wta$ciwa (ang.
specific surface area, wielko$¢ powierzchni substancji statej przypadajaca na mase tej
substancji) oraz stosunek powierzchni NP do jej objetosci, s3 odwrotnie proporcjonalne do
$rednicy NP i zwieksza sie znaczgco dla NP o $rednicy mniejszej od 10 nm (Rys. 1.19) 87.

Total Surface Area

Sichs Total Surface Area

60 cm?

(alll1:mm cubes)) Total/Surface Area
60,000,000 cm?
{(alllThm cubes)

Rys. 1.19 Efekt wzrostu powierzchni spowodowany zmniejszaniem rozmiaru czastek 87.
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Na szczeg6lng uwage zastluguja wtasciwosci elektrokatalityczne nanoczastek metali.
W katalizie heterogenicznej reagujace czasteczki ulegajg adsorpcji na powierzchni
elektrodowej. Stosujac NP uzyskuje sie bardzo duza powierzchnie kontaktowg, co zapewnia
wysoka efektywno$¢ procesu 88, Jednak nie jest to jedyna przyczyna stosowania NP. Lite ztoto
zazwyczaj traktowane bylo jako inertne chemicznie, gdyz jako jedyny metal wykazuje
dodatnig wartos$¢ energii chemisorpcji tlenu 88. Nieoczekiwanie w 1987 roku Haruta pokazat,
ze nanoczastki ztota, o Srednicy poniZej 5 nm moga by¢ niezwykle reaktywne nawet w
temperaturze pokojowej 8. Do tej pory rozwazano roézne przyczyny tego zjawiska, jak
kwantowe efekty rozmiarowe, oddzialywanie z podtozem (przeniesienie tadunku, sity
powierzchniowe) czy lokalne stopnie utlenienia ztota w obszarach centréw aktywnych 8°.
Badano wptyw czynnika geometrycznego na wtasciwosci nanoczastek ztota. Zaobserwowano
wysoka aktywnos$¢ katalityczng i silng chemisorpcje substratéw na atomach ztota o niskiej
liczbie koordynacyjnej (CN), znajdujacych sie na narozach czy krawedziach czastek (Rys.
1.20a) i praktycznie jej brak dla wyzszych CN. Okazato sie, Ze wraz ze zmniejszaniem
rozmiaru czastki, wzrasta znaczgco udziat niskoskoordynowanych atoméw w nanoczastce, co
potwierdza, ze kataliza odbywa sie w duzej mierze z ich udziatem i czynnik geometryczny
odgrywa znaczaca role w tym procesie (Rys. 1.20b) 88,

1
08 ]
A0 0.6 ] corne, edge

3 °° (] Rirmmammy.
@ E (011 9 0 20 SRV
-~ 04 o ] corner t‘t’”;..“‘\“;“\
= S 0.4 (CN=6) NN
5 oz2f 5 ]
= c surface
s 1] o surface
g © + N=8or9
g ¢ 0.2 -
T 02 S 021
=

04f

Auf110)-(1x2}
0.6 corner/defects 0 Bl 3 .
-0.8 i 4 . . 2 .
3 4 5 ) 7 8 9 10 0 2 4 6 8 10
a) Coordination number b) Particle diameter / nm

Rys. 1.20 a) Zalezno$¢ energii adsorpcji CO, O, Oz od liczby koordynacyjnej ztota 88, b) obliczony udziat
poszczegdlnych atomdéw zlota w obsadzeniu: $cian, krawedzi i narozy czastki Au o ksztatcie Scietego o§mioscianu
dla réznej liczby koordynacyjnej ztota (CN) 88.

Wielkosci czastek wplywa takze na nadpotencjat danego procesu. Zjawisko
zaobserwowano badajac utlenianie monowarstwy tlenku wegla na elektrodzie GC
modyfikowanej nanoczastkami platyny. Potencjat tej reakcji jest znacznie nizszy od
obserwowanego na platynie polikrystalicznej (Rys. 1.21).

0.80+ bulk Pt

0.75

0.70 4

/Vvs, RHE
n

P 0.65+

E

0.60

15 20 25 30 35 40 45
Particle diameter / nm

Rys. 1.21 Zalezno$¢ potencjatu redukcji powierzchniowych tlenkéw platyny na elektrodzie GC modyfikowanej
nanoczastkami platyny od ich $rednicy 9°.

Wplyw rozmiaru czastek na katalize ttumaczony jest réwniez przez zmiane energii adsorpcji
substratu na powierzchni NP. Zbyt mata jej warto$¢ moze by¢ niewystarczajaca do zwigzania
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substratu, zbyt duza moze prowadzi¢ do zanieczyszczenia katalizatora. Odpowiednia
wielko§¢ NP moze przyczyniaé sie do optymalizacji energii adsorpcji z jednoczesng
maksymalizacjg czestotliwos$ci cykli katalitycznych (ang. turnover frequency, TOF, stosunek
liczby molekut produktu do iloczynu czasu i centréw aktywnych katalizatora) °°.

Nanoczastki metali ze wzgledu na wyjagtkowe wtasciwosci, majg szczegélnie szerokie
zastosowanie. Miedzy innymi uzywane sa w spektroskopii, sensorach (nawet testy cigzowe
domowego uzytku oparte sg na nanoczastkach ztota), katalizie oraz elektrokatalizie, filtrach
optycznych i w biomedycynie 9192,

1.2.1 Nanoczastki zlota

Niesamowitym, rubinowym kolorem koloidalnego ztota, jako pierwszy zainteresowat
sie Michael Faraday i co ciekawe miato to miejsce juz w potowie XIX wieku (Rys. 1.22a) 9.
Koloidalne zawiesiny nanoczastek metali uzywane byly juz w starozytnym Egipcie jako
barwnik do dekorowania szkta, np. mieszanina srebra i ztota nadawata ciekawe kolorowe
refleksy w zalezno$ci od sposobu padania $wiatta. PéZniejsze badania wykazaty, Ze te
unikatowe wlasnosci optyczne zawiesiny nanoczgstek ztota, czyli takze intrygujacy, rézowy
kolor, sg rezultatem rozmiaru i specyficznego ksztattu drobin. Nanoczastki metali, takich jak,
np. ztoto (AuNP), srebro czy miedZ, o $rednicy w zakresie 1-100 nm, wykazujg zupeinie
odmienne wtasciwo$ci chemiczne, fizyczne, elektronowe od ich litego (ang. bulk)
odpowiednika. Spowodowane jest to kolektywnymi drganiami elektronéw pasma
przewodnictwa nanoczastki, w nastepstwie interakcji z polem elektromagnetycznym 9. Pole
to indukuje dipole elektryczne w nanoczastce, ktdéra z kolei kompensujac tadunek, zaczynaja
drgac z czestotliwo$cia rezonansowq (ang. surface plasmon resonance, SPR ) (Rys. 1.22a).
Czestotliwo$¢ ta miesci sie zazwyczaj w zakresie promieniowania widzialnego i zalezy od
rozmiaru, Kksztaltu nanoczastki, jak i otaczajacego nanoczastke $rodowiska (statej
dielektrycznej), co znajduje odzwierciedlenie w rejestrowanym widmie UV-Vis (Rys. 1.22b).
Zmiana rozmiaru badz ksztattu nanoczastki, powoduje przesuniecie piku absorpcji, a nawet

pojawienie sie kolejnych sygnatéw (Rys. 1.22c).
‘rold Wes

15nm nanospheres
30nm nanospheres
2.5AR nancrods
——4.5AR nanorods

Electric field
Electron
cloud

400 500 600 700 800 SO0 1000 1O 1200 130
C) Wave'ength (nm)

a) — b)
Rys. 1.22 a) Fotografia koloidalnego ztota obserwowanego przez M. Farady’a 93, b) schemat oddziatywania pola
magnetycznego z nanoczastkami ztota 95, ¢) widmo UV-Vis przedstawiajace wptyw wielkosci i ksztattu AuNP
na rejestrowany sygnat i odpowiadajacy mu kolor %,

Syntezy nanoczastek ztota mozna dokona¢ w réznoraki sposdéb, poczawszy od
chemicznej redukgcji, ktéora wymaga stabilizacji AuNP grupami funkcyjnymi, jak np. tiole %7,
konczac na elektrochemicznym generowaniu bezposrednio na elektrodzie 9.

AuNP jak i inne nanoczastki, wykazuja takze ciekawe cechy powszechnie
wykorzystywane w elektrochemii i mogg peti¢ réznorakie funkcje. Przede wszystkim moga
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by¢ katalizatorem, zmniejszajac nadpotencjat procesu, a zwiekszajac aktywna powierzchnie
elektrodowa umozliwiajg sprawny i szybki transfer elektronéw 99100, Moga stuzy¢ takze do
immobilizacji biomolekut 101 lub ich znakowania 102 oraz nawet peini¢ role reagenta 103,
Potgczenie nanotechnologii z nowoczesnymi technikami elektrochemicznymi umozliwia
tworzenie urzadzen nowej generacji, czujnikow, bioczujnikéw, ogniw opartych na zupeinie
nowych rozwigzaniach katalizy 104 czy detekcji 105.

Dla jednoznacznego okres$lenia obecnos$ci AuNP na powierzchni elektrody wykonuje
sie elektrochemiczny test (czasem zwany ,odciskiem palca”, ang. fingerprint) polegajacy na
elektrochemicznym generowaniu monowarstwy tlenkéw ztota na powierzchni elektrody, a
nastepnie jej redukcji 1%. W rezultacie powstaje charakterystyczna krzywa (Rys. 1.23), na
ktorej wida¢ pik anodowy odpowiedzialny za tworze sie tlenkéw zgodnie z reakcja (Rown.
1.1) oraz pik katodowy przy potencjale ok. 0,8 V odpowiadajgcy za ich redukcje 106.107,

1.50
1.25 GC-CNT/Au-np-GC
1.00

0.75

E 0.50
= 0.25
0 e
-0.25 V T
-0.50 GC-CNT/blank-GC
‘0‘750 0.2 0.5 0.7 1.0 1.2 1.5

E/Vvs SCE

Rys. 1.23 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie GC modyfikowanej CNT, mikrosferami GC
bez dodatku AuNP (blank) i z domieszka AuNP do mikrosfer GC; 0,05 M H2S04, v= 100 mV s-1 107,

2Au + 3H;0 «— Au;03+ 6H*+ 6 € (1.1) 11

Eksperyment ten jest wazny ze wzgledu na mozliwo$¢ obliczenia powierzchni rzeczywistej
ztotej elektrody 108. Do tego celu stuzy takze bardzo czuta metoda przedpotencjatowego
osadzania miedzi, otowiu czy srebra (ang. underpotential deposition, UPD) 109,

AuNP katalizujg rézne reakcje elektrochemiczne. Jedne z popularniejszych to redukcja
tlenu i utlenianie glukozy, poddane intensywnym badaniom ze wzgledu na zastosowanie
w ogniwach paliwowych 110111 Innym, mniej popularnym przyktadem jest jednoczesna
detekcja hydrazyny (N2H4) oraz jonéw SO32-i NOy- 112,

Efekt Kkatalityczny AuNP uwidacznia sie dwojako, przez zwiekszenie pradu
katalizowanej reakcji oraz przesunieciem potencjatu redukcji tlenu w kierunku wyzszych
wartosSci w tym przypadku o ok. 200 mV 113 (Rys. 1.24). Dodatkowo, dla procesu
zachodzacego na AuNP, na rejestrowanej krzywej woltamperometrycznej wystepuja dwa piki
redukcji. Pierwszy, przy +50 mV, pochodzi od dwuelektronowej redukcji tlenu, ktorej
produktem jest nadtlenek wodoru (Réwn. 1.2). Drugi pik, przy -200 mV, Swiadczacy o dalszej
redukcji H20, do wody (Réwn. 1.3). W przypadku braku AuNP nie pojawia sie drugi pik
poniewaz redukcja H;0, zachodzi bardzo wolno i kolejnym dominujacym procesem jest
wydzielanie wodoru. W obecnos$ci AuNP zachodzi petna czteroelektronowa redukcja tlenu.

0, + 2H* + 2e—> H,0; (1.2) 113 H;0; + 2H* + 2e-—> 2H,0 (1.3) 113

Woltamperogramy na Rys. 1.24b potwierdzaja, Ze rozmiar czastek jest kluczowym
parametrem dla efektu katalitycznego. Rozrost AuNP do mikronowych wielkosci (0,5-1,5 pm)
powoduje utrate ich Kkatalitycznych wiasciwosci i ksztalt krzywej odpowiada
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woltamperogramowi  rejestrowanemu  na  polikrystalicznej  ztotej  elektrodzie
niemodyfikowanej AuNP 113,

i fmAcm -2
ifmAcm -2

s o 5w
a) E/mV vs. Ag/AgCIKCI (sat.) b) E/'mV vs. AgiAgCl IKCI (sat.)
Rys. 1.24 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie: a) niemodyfikowanej Au (a,c) oraz Au
modyfikowanej AuNP (b,d) w nasyconym tlenem (a,b) i azotem (N2) (c,d) roztworze 0,5 M H2S04, v=100 mV s-1,
b) Au pokrytej AuNP o réznych rozmiarach (a) 20-200 nm, (b) 0,5-1,5 pm w roztworze nasyconym tlenem
0,5M H2S04, v=100 mV st 113,

Utlenianie glukozy w $rodowisku zasadowym na powierzchni ztotej elektrody
odzwierciedla sie w do$¢ skomplikowanym ksztalcie rejestrowanej krzywej
woltamperometrycznej (Rys. 1.25a) 114. Szczegdlny ksztalt wynika ze ztoZonego mechanizmu
zachodzacych procesow, ktore badano zaréwno na ztocie jak i platynie 115. Gidwnym
produktem tej reakcji jest kwas glukonowy, powstajacym przez hydrolize lub
elektrochemiczne utlenienie posredniego glukonolaktonu. Wstepny etap elektroutleniania
glukozy polega na jej dehydratacji i silnej chemisorpcji na centrach aktywnych Au-OH,
ktérych liczba limituje szybkos¢ catego procesu (Rys. 1.25b) 116117, Nastepnie, w zakresie
niskich potencjaléw, zachodzi utlenienie produktu posredniego do glukonolaktonu, co
obserwuje sie w postaci piku (a) (Rys. 1.25a) 118. W literaturze przedstawione s3 tez krzywe z
dwoma pikami odpowiedzialnymi za ten proces, czyli dehydratacje do produktu posredniego,
a nastepnie jego utlenienie do laktonu 114119, Do utlenienia samego glukonolaktonu
wymagany jest znacznie wyzszy, dodatni potencjal, dlatego procesowi temu przypisano pik
(b) 120, W celu potwierdzenia stuszno$ci tego zalozenia, wykonano eksperymenty na
elektrodzie zanurzonej w glukonolaktonie, obserwujac pik identyczny z rejestrowanym w
roztworze glukozy 121. Przy jeszcze wyzszych potencjatach, prad dramatycznie spada,
powierzchnia zlota pokrywa sie tlenkami, co powoduje zmniejszenie liczby centrow
aktywnych i uniemozliwienie utlenianie glukozy, pojawia sie pik (c), odpowiadajacy
utlenianiu ztota 116,
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Rys. 1.25 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie GC modyfikowanej AuNP w 0,1 M KOH
(krzywa niebieska) i po dodaniu 10 mM glukozy (krzywa czerwona), 10-te cykle, v =100 mV s-1114, b) schemat
mechanizmu utleniania glukozy w zakresie niskich potencjatéw (ponizej 0,0 V vs. Ag|AgCl), M=Au, AuOH - miejsca
aktywne na powierzchni ztota 121,
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Formowanie sie ostrego piku anodowego (d) podczas polaryzacji katodowej prébowano
ttumaczy¢ reakcja tlenkéw ztota z glukoza 115 lub jej oddziatywaniem z jonami tlenkowymi
powstajacymi w czasie redukcji tlenéow ztota 122, Jednak nie obserwowano np. wptywu
grubo$ci warstwy tlenkowej na wielko$¢ piku. Nowsza teoria mowi o tym, ze wraz z redukcja
tlenkéw, na elektrodzie powstajag nowe centra aktywne, na ktérych zachodzi bezposrednie
utlenianie glukozy 123.

AuNP osadzone w matrycy polikrzemianowej z (3-aminopropylo)trietoksysilanu
(APS) otrzymanej w procesie zol-zel, postuzyly do jednoczesnego oznaczania hydrazyny
(N2H4), jonow siarczanowych (IV) i azotanowych (III) (Rys. 1.26) 112, Hydrazyna jest
karcynogenng i mutagenng neurotoksyng. Detekcja tych zwigzkéw jest wazna gtoéwnie dla
rolnictwa oraz przemystu chemicznego, spozywczego i farmaceutycznego. Autorzy
zaprezentowali elektrode przygotowana w prosty sposob, umozliwiajaca wyraZne
rozseparowanie sygnatéw pochodzacych od tych trzech zwigzkéw, z potencjatem piku
odpowiednio: -0,07 V dla N2H4, 0,17 V dla SO32- oraz 0,52 V dla NO2 (Rys.1.26a).

16
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Rys. 1.26 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodach (a) GC, (b) GC/APS, (c) GC/APS-AuNP
w 250 uM N2Hs, SO32,NO2,, w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7,2, v = 20 mV s'1, b) schemat elektrody
GC/APS-AuNP i zachodzacych reakcji 112,

Warto wspomnie¢ o mozliwosci aktywacji powierzchni nanoczastek ztota lub ich
warstw poprzez odpowiednia wstepng obrobke powierzchni. Proces taki powoduje
zwiekszenie wilasciwos$ci katalitycznych AuNP. Na Rys 1.27 przedstawiono schemat cyklu
aktywacji/dezaktywacji nanoczastek pod wplywem chemicznego reduktora NaBH4 124 lub
katodowej polaryzacji 125126, Powoduje to adsorpcje/absorpcje atoméw wodoru w/na
powierzchni AuNP czyli jej aktywacje.

ActivatedAu H,0,
I',
@ \, Very fast
NaBH. or Hydrogen B
cathodic oxidation O, + 2H"
treatment

e e

H,0,

Rys. 1.27 Schemat cyklu zachodzacego podczas aktywacji/dezaktywacji AuNP 124,

Proces ten utatwia detekcje takich molekut, jak H;0; czy kwas mréwkowy 124127, Juz
jednominutowe dziatanie NaBH4 na elektrode wywotluje znaczaca zmiane jej wtasciwosci
katalitycznych w stosunku do utleniania nadtlenku wodoru (Rys. 1.28a), a wydtuzenie tego
czasu znacznie przyspiesza zachodzaca reakcje 124 Aktywacja nie jest trwalym procesem
i materiat traci z czasem nabyte wtasciwosci (Rys. 1.28b).
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Rys. 1.28 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie ITO modyfikowanej AuNP w 1 mM H20z,
0,1 M buforze weglanowym pH = 10, v= 50 mV s1: a} (i) przed wystawieniem na dzialanie NaBH4; po inkubacji
elektrody w NaBHs przez (ii) 1 min, (iii) 15 min, (iv) 30 min; b) (i) po miesigc przechowywania elektrody w 10

mM buforze fosforanowym pH = 7,4 (ii) tuz'po reaktywacji tej elektrody w NaBHg, (ii) 124,

AuNP mozna aktywowaé¢ takze przez traktowanie prébki ultradZwiekami

(ang. sonication}, co sprowadza si¢ do efektywnego podgrzewania AuNP bez wptywu na ich
rozmiar i dyspersje. Proces ten prowadzi do pojawienia sie frakcji koordynacyjnie
nienasyconych atoméw zlota na calej powierzchni nanoczastki, co z kolei powoduje, ze
wykazujg duzg aktywnos¢ w stosunku do utleniania wodoru (Rys. 1.29) 126,

Rys. 1.29 Schemat aktywacji AuNP przy pomocy podgrzewania ultradzwiekowego 126,

1.3 Bibliografia

(1) McCreery, R. L. Chem. Rev. 2008, 108, 2646-2687.

(2) Frycz, C. A.; Shui, X.; Chung, D. D. L. J. Power Sources 1996, 58, 41-45.

3 Czerwinski, A. Akumulatory Baterie Ogniwa; Wydawnictwo Komunikacji i £aczno$ci WKE, 2005.

4) Sayilgan, E.; Kukrer, T.; Civelekoglu, G.; Ferella, F.; Akcil, A,; Veglio, F.; Kitis, M. Hydrometallurgy 2009, 97, 158-166.

(5) Neburchilov, V.; Wang, H.; Martin, J.J.; Qu, W. . Power Sources 2010, 195, 1271-1291.

6) Cao, D.; Sun, Y.; Wang, G. J. Power Sources 2007, 167, 250-257.

N Dicks, A. L. . Power Sources 2006, 156, 128-141.

(8) Li, W.; Dahn, J. R;; Wainwright, D. S. Science 1994, 264, 1115-1118.

9) Gilmartin, M. a; Hart, ]. P. Analyst 1995, 120, 1029-1045.

(10) Willner, L; Yan, Y.-M.; Willner, B,; Tel-Vered, R. Fuel Ceils 2009, 9, 7-24.

(a1 Besteman, K;; Lee, ].-0.; Wiertz, F. G. M.; Heering, H. a.; Dekker, C. Nano Lett. 2003, 3, 727-730.

{12) Jacobs, C. B.; Peairs, M. J.; Venton, B. ]. Anal. Chim. Acta 2010, 662, 105-127.

(13) Gasser, M.; Rothen-Rutishauser, B.; Krug, H. F.; Gehr, P,; Nelle, M.; Yan, B.; Wick, P. /. Nanobiotechnology 2010, 8, 31.

(14) Falcao, E. H. L; Wudl, F. 2007, 531, 524-531.

(15) Zhang, S.; Zhou, ].; Wang, Q.; Chen, X.; Kawazoe, Y.; Jena, P. Proc. Natl. Acad. Sci, 2015, 112, 2372-2377.

(16) http://nauka.newsweek.pl/szybki-procesor-dwusiarczek-molibdenu-newsweek-plartykuly,282260,1,1,1.html.

(17 http://www.pvdadvancedtech.com/dic/.

{18) Wissler, M. /. Power Sources 2006, 156, 142-150.

19) Ren, Z.; Lan, Y,; Wang, Y. Aligned Carbon Nanotubes. Physics, Concepts, Fabrication and Devices; NanoScience and
Technology; Springer Berlin Heidelberg, 2013.

(20) Noel, M; Santhanam, R. J. Power Sources 1998, 72, 53-65.

(21)  Chung, D.D.L.J. Mater. Sci. 2002, 37, 1475-1489.

(22) Kroto, H. W.; Heath, ] R.; O'Brien, S. C.; Curl, R. F.; Smalley, R. E. Nature 1985, 318,162-163.

(23) Echegoyen, L.; Echegoyen, L. E. Acc. Chem. Res. 1998, 31, 593-601. CLSE ¥ SN

(24) Vul, A. Y. Some Aspects of Fullerene Application. In Perspectives of Fullere otechnvlegyk Osawa, E., Ed,; 2002;

pp 23-33.

17
http://rcin.org.pl



(25)
(26)

(27)
(28)
(29)
(30)
(31
(32)
(33)
(34)
(35)
(36)
(37)

(38)
(39)
(40)
(41)
(42)
(43)
(44)
(45)
(46)
(47)
(48)
(49)

(50)

(51)
(52)
(53)
(54)

(55)
(56)

(57)
(58)
(59)
(60)
(61)
(62)

(63)
(64)

(65)
(66)
(67)
(68)
(69)
(70)
(71)
(72)
(73)
(74)

(75)
(76)
(77)
(78)
(79)
(80)
(81)
(82)
(83)
(84)
(85)

(86)
(87)

18

Bakry, R.; Vallant, R. M.; Najam-ul-Haq, M.; Rainer, M.; Szabo, Z.; Huck, C. W.; Bonn, G. K. Int. J. Nanomedicine 2007, 2,
639-649.

Novoselov, K. S.; Geim, a K.; Morozov, S. V; Jiang, D.; Zhang, Y.; Dubonos, S. V; Grigorieva, L. V; Firsov, A. A. Science 2004,
306, 666-669.

Geim, A. K;; Novoselov, K. S. Nat. Mater. 2007, 6, 183-191.

Brownson, D. A. C; Banks, C. E. Analyst 2010, 135, 2768-2778.

http://www.rynekfarb.pl/pigment-carbon-black/.

Bandyopadhyay, S.; De, P.; Tripathy, D. K;; De, S. K. J. Appl. Polym. Sci. 1995, 58, 719-727.

Boehm, H. M. Carbon N. Y. 1994, 32, 759-769.

Downard, A. ]. Electroanalysis 2000, No. 12, 1085-1096.

Barriére, F.; Downard, A. ]. J. Solid State Electrochem. 2008, 12, 1231-1244.

Leroux, Y. R.; Hui, F.; Noél, ].-M.; Roux, C.; Downard, A. ].; Hapiot, P. Langmuir 2011, 27, 11222-11228.

Panchompoo, J.; Aldous, L.; Compton, R. G. New J. Chem. 2010, 34, 2643.

Song, Y.; Kang, X;; Zuckerman, N. B.; Phebus, B.; Konopelski, J. P.; Chen, S. Nanoscale 2011, 3, 1984-1989.

Lawrence, K.; Baker, C. L.; James, T. D.; Bull, S. D.; Lawrence, R.; Mitchels, ]. M.; Opallo, M.; Arotiba, O. A; Ozoemena, K. I;
Marken, F. Chem. Asian J. 2014, 9, 1226-1241.

Chang, J.; Sun, X,; Feng, L.; Xing, W.; Qin, X,; Shao, G. J. Power Sources 2013, 239, 94-102.

Wei, Z. D.; H.T,, G.; Tang, Z. Y. J. Power Sources 1994, 52, 123-127.

Deng, P.; Xu, Z; Feng, Y.; Li, ]. Sensors Actuators B Chem. 2012, 168, 381-389.

Zhang, Y.; Wang, Y.; Wu, K;; Zhang, S.; Zhang, Y.; Wan, C. Colloids Surf. B. Biointerfaces 2013, 103, 94-98.

Guo, C.; Chen, C; Luo, Z.; Chen, L. Anal. Methods 2012, 4,1377-1382.

Yoshimura, M.; Byrappa, K. J. Mater. Sci. 2007, 43, 2085-2103.

Walton, R. I. Chem. Soc. Rev. 2002, 31, 230-238.

Barsukov, L. V,; Gallego, M. a.; Doninger, J. E. . Power Sources 2006, 153, 288-299.

Figueiredo, J. L.; Pereira, M. F. R,; Freitas, M. M. A; Orfao, J.]. M. 1999, 37, 1379-1389.

Aksoylu, A. E.; Madalena, M,; Freitas, A; Pereira, M. F. R,; Figueiredo, ]. L. Carbon N. Y. 2001, 39, 175-185.

Calvillo, L.; Gangeri, M.; Perathoner, S.; Centi, G.; Moliner, R.; Lazaro, M. ]. J. Power Sources 2009, 192, 144-150.

Vidal, L.; Chisvert, A.; Canals, A.; Psillakis, E.; Lapkin, A.; Acosta, F.; Edler, K. ].; Holdaway, ]. a; Marken, F. Anal. Chim. Acta
2008, 616, 28-35.

Belmont, J. A,; Amici, R. M.; Galloway, C. P. Reaction of Carbon Black with Diazonium Salts, Resultant Carbon Black
Products and Their Uses. US005851280A, 1998.
http://www.cabot-corp.cn/wcm/download/en-us/sb/HC%20CB%?20for%20auto-tech%20paper%20090466.pdf.
Belmont, J. Carbon Materials Reacted with Diazonium Salts. EP0799282 B1, 1995.

Xia, F; Pan, M,; My, S; Jones, M. D.; Wolverson, D.; Marken, F. Electroanalysis 2012, 24, 1703-1708.

Watkins, J. D.; Lawrence, R.; Taylor, J. E.; Bull, S. D.; Nelson, G. W.; Foord, J. S.; Wolverson, D.; Rassaei, L.; Evans, N. D. M.;
Gascon, S. A,; et al. Phys. Chem. Chem. Phys. 2010, 12, 4872-4878.

Lawrence, K.; Nelson, G. W.; Foord, |. S.; Felipe-Sotelo, M.; Evans, N. D. M.; Mitchels, J. M.; James, T. D.; Xia, F.; Marken, F. J.
Mater. Chem. A 2013, 1,4559-4564.

Xia, F,; Pan, M.; My, S; Xiong, Y.; Edler, K. ].; Idini, I; Jones, M. D,; Tsang, S. C.; Marken, F. Phys. Chem. Chem. Phys. 2012,
14, 15860-15865.

Dong, Y.; Chen, C.; Zheng, X.; Gao, L.; Cui, Z,; Yang, H.; Guo, C.; Chi, Y.; Li, C. M. J. Mater. Chem. 2012, 22, 8764.

Amiri, M.; Shahrokhian, S.; Marken, F. Electroanalysis 2007, 19, 1032-1038.

Amiri, M.; Shahrokhian, S.; Psillakis, E.; Marken, F. Anal. Chim. Acta 2007, 593, 117-122.

Rassaei, L.; Sillanpaé, M.; Marken, F. Electrochim. Acta 2008, 53, 5732-5738.

Lesniewski, A.; Paszewski, M.; Opallo, M. Electrochem. Commun. 2010, 12, 435-437.

Lesniewski, A.; Niedziolka-Jonsson, ].; Rizzi, C.; Gaillon, L.; Rogalski, J.; Opallo, M. Electrochem. Commun. 2010, 12, 83-
85.

Szot, K.; Watkins, J. D.; Bull, S. D.; Marken, F.; Opallo, M. Electrochem. Commun. 2010, 12, 737-739.

Szot, K. Electrodes Modified with Carbon Nanoparticles and Enzymes, PhD Thesis, Institute of Physical Chemistry
Polish Academy of Sciences, 2012.

Herd, C. R.; McDonald, G. C.; Hess, W. M. Rubber Chem. Technol. 1992, 65, 107-129.

Binks, B. P.; Cui, Z.-G.; Fletcher, P. D. . Langmuir 2006, 22, 1664-1670.

MacDonald, S. M.; Fletcher, P. D. L; Cui, Z.-G.; Opallo, M.; Chen, ].; Marken, F. Electrochim. Acta 2007, 53,1175-1181.
Ajayan, P. M. Chem. Rev. 1999, 99, 1787-1800.

Harris, P.]. F. Int. Mater. Rev. 2004, 49, 31-43.

Ruoff, R. S.; Lorents, D. C.; International, S. R. L.; Park, M. 1995, 33, 925-930.

Baughman, R. H.; Zakhidov, A. A.; de Heer, W. A. Science (80-. ). 2002, 297, 787-792.

Pumera, M.; Miyahara, Y. Nanoscale 2009, 1, 260-265.

De Volder, M. F. L.; Tawfick, S. H.; Baughman, R. H.; Hart, a ]. Science 2013, 339, 535-539.

Sotowa, C.; Origi, G.; Takeuchi, M.; Nishimura, Y.; Takeuchi, K.; Jang, I. Y.; Kim, Y. ].; Hayashi, T.; Kim, Y. A;; Endo, M.; etal.
ChemSusChem 2008, 1,911-915.

Rahaman, M. S.; Vecitis, C. D.; Elimelech, M. Environ. Sci. Technol. 2012, 46, 1556-1564.

Britto, P. ].; Santhanam, K. S. V.; Ajayan, P. M. Bioelectrochemistry Bioenerg. 1996, 41, 121-125.

Barisci, ]. N.; Wallace, G. G.; Baughman, R. H. J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 4580-4583.

Shanmugam, S.; Gedanken, A. Electrochem. Commun. 2006, 8, 1099-1105.

Li, J.; Cassell, A,; Delzeit, L.; Han, ].; Meyyappan, M. J. Phys. Chem. B 2002, 106, 9299-9305.

Li, J.; Ng, H. T.; Cassell, A.; Fan, W.; Chen, H.; Ye, Q; Koehne, ].; Han, ].; Meyyappan, M. Nano Lett. 2003, 3, 597-602.
Tu, Y.; Lin, Y.; Yantasee, W.; Ren, Z. Electroanalysis 2005, 17, 79-84.

Liu, J.; Chou, A.; Rahmat, W.; Paddon-Row, M. N.; Gooding, ]. . Electroanalysis 2005, 17, 38-46.

Toumey, C. Techné Res. Philos. Technol. 2008, 12, 133-168.

Kelsall, R. W.; Hamley, I. W.; Geoghegan, M. Nanotechnologie; Wydawnictwo Naukowe PWN, 2008.

Domeénech, B.; Bastos-Arrieta, ].; Alonso, A.; Macanas, J.; Mufioz, M.; Muraviev, D. N. Bifunctional Polymer-Metal
Nanocomposite lon Exchange Materials. In Jon Exchange Technologies; 2012; pp 35-72.

Frenkel, A. Zeitschrift fiir Krist. 2007, 222, 605-611.

http://www.nano.gov/nanotech-101/special.

http://rcin.org.pl



(88)
(89)

(90)
(91)
(92)
(93)
(94)
(95)
(96)
(97)
(98)
(99)
(100)
(101)
(102)
(103)
(104)
(105)
(106)
(107)
(108)
(109)
(110)
(111)
(112)
(113)
(114)
(115)
(116)
(117)
(118)
(119)
(120)

(121)
(122)
(123)
(124)
(125)
(126)
(127)

Hvolbaek, B.; Janssens, T. V. W.; Clausen, B. S.; Falsig, H.; Christensen, C. H.; Norskov, J. K. Nanotoday 2007, 2, 14-18.

Janssens, T. V. W.; Clausen, B. S.; Hvolbzek, B.; Falsig, H.; Christensen, C. H.; Bligaard, T.; Ngrskov, ]J. K. Top. Catal. 2007,

44,15-26.

Roduner, E. Chem. Soc. Rev. 2006, 35, 583-592.

Welch, C. M.; Compton, R. G. Anal. Bioanal. Chem. 2006, 384, 601-619.

Kleijn, S. E. F,; Lai, S. C. S,; Koper, M. T. M.; Unwin, P. R. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2014, 3558-3586.
Thompson, D. Gold Bull. 2007, 40, 267-269.

Liz-Marz, L. M. Mater. Today 2004, 26-31.

Walters, G.; Parkin, L. P. J. Mater. Chem. 2009, 19, 574.
http://www.nature.com/nphoton/journal/v5/n6/box/nphoton.2011.56_BX1.html?message-global=remove.
Zhao, P; Li, N.; Astruc, D. Coord. Chem. Rev. 2013, 257, 638-665.

Huang, C.-].; Chiu, P.-H.; Wang, Y.-H.; Chen, K.-L.; Linn, ].-].; Yang, C.-F. J. Electrochem. Soc. 2006, 153, D193.

Rassaei, L.; Marken, F.; Sillanpaa, M.; Amiri, M,; Cirtiu, C. M,; Sillanpaa, M. TrAC Trends Anal. Chem. 2011, 30, 1704-1715.

Fiorito, P. A.; Gong, V. R.; Ponzio, E. A,; Co, S. I. Chem. Commun. 2005, No. 3, 366-368.

Zhuo, Y.; Yuan, R; Chai, Y,; Tang, D.; Zhang, Y.; Wang, N.; Li, X;; Zhu, Q. Electrochem. Commun. 2005, 7, 355-360.
Cai, H.; Xu, Y.; Zhu, N.; He, P,; Fang, Y. Analyst 2002, 127, 803-808.

Luo, X.-L.; Xu, ].-].; Zhao, W.; Chen, H.-Y. Biosens. Bioelectron. 2004, 19, 1295-1300.

Zhang, H.; Lu, H.; Hu, N. J. Phys. Chem. B2006, 110, 2171-2179.

Ma, Y.; Di, J.; Yan, X.; Zhao, M.; Lu, Z; Tu, Y. Biosens. Bioelectron. 2009, 24, 1480-1483.

Burke, L. D.; Nugent, P. F. Gold Bull. 1997, 30, 43-53.

Dai, X.; Wildgoose, G. G.; Salter, C.; Crossley, A.; Compton, R. G. Anal. Chem. 2006, 78, 6102-6108.
Trasatti, S.; Petrii, O. A. Pure Appl. Chem. 1991, 63, 711-734.

Wang, Y.; Laborda, E.; Salter, C.; Crossley, A.; Compton, R. G. Analyst 2012, 137, 4693-4697.
Sundmacher, K. Ind. Eng. Chem. Res. 2010, 49, 10159-10182.

Tung, S.-P.; Huang, T.-K.; Lee, C.-Y.; Chiu, H.-T. RSC Adv. 2012, 2, 1068.

Maduraiveeran, G.; Ramaraj, R. Electrochem. Commun. 2007, 9, 2051-2055.

Deab, M. S. E.-; Ohsaka, T. Electrochem. Commun. 2002, 4, 288-292.

Pasta, M.; Ruffo, R,; Falletta, E.; Mari, C. M.; Pina, C. Della. Gold Bull. 2010, 43, 57-64.

Vassilyev, Yu, B.; Khazova, O. A.; Nikolaeva, N. N. 1985, 196, 105-125.

Wang, J.; Gong, ].; Xiong, Y.; Yang, J.; Gao, Y,; Liu, Y.; Lu, X;; Tang, Z. Chem. Commun. 2011, 47, 6894-6896.
Hsiao, M. W.; Adzic, R. R,; E.B., Y. Electrochim. Acta 1992, 37, 357-363.

Mele, M. L. F.; Videla, H. A.; Arvia, A. ]. Bioelectrochemistry Bioenerg. 1986, 16, 213-233.

Yi, Q.; Yu, W. Microchim. Acta 2009, 165, 381-386.

Tominaga, M.; Shimazoe, T.; Nagashima, M.; Kusuda, H.; Kubo, A.; Kuwahara, Y.; Taniguchi, L. J. Electroanal. Chem. 2006,

590, 37-46.

Aoun, S. Ben; Dursun, Z; Koga, T.; Bang, G. S.; Sotomura, T.; Taniguchi, I. J. Electroanal. Chem. 2004, 567, 175-183.
Makovos, E. B.; Liu, C. C. Bioelectrochemistry Bioenerg. 1986, 15, 157-165.

Pasta, M.; La Mantia, F.; Cui, Y. Electrochim. Acta 2010, 55, 5561-5568.

Das, J.; Patra, S.; Yang, H. Chem. Commun. 2008, No. 37, 4451-4453.

Burke, L. D.; O'Mullane, A. P. J. Solid State Electrochem. 2000, 4, 285-297.

Lee, Y.-H.; Kim, G; Joe, M,; Jang, ].-H.; Kim, ].; Lee, K.-R.; Kwon, Y.-U. Chem. Commun. 2010, 46, 5656-5658.

Burke, L. D.; O'Connell, a. M.; O’'Mullane, A. P. J. Appl. Electrochem. 2003, 33, 1125-1135.

http://rcin.org.pl

19



2. Wybrane metody otrzymywania nanostrukturalnych elektrod

Na tradycyjnych materiatach elektrodowych wiele proceséw elektrochemicznych
przebiega z wysokim nadpotencjatem. Jak wspomniano wczes$niej, rozwigzaniem tego
problemu moze by¢ zastosowanie nanomateriatow. Struktury te wymagaja odpowiedniego
unieruchomienia na powierzchni elektrody, dlatego teZ opracowano wiele metod tworzenia
takich modyfikowanych elektrod. Na uwage zastuguja, ponizej opisane: technika warstwa-po-
warstwie, osadzanie elektroforetyczne oraz sitodruk, ktéry szczegélnie przyczynit sie do
komercjalizacji czujnikéw elektrochemicznych. Inng znang technika jest putapkowanie
nanoobiektéw w matrycach polikrzemianowych, na zasadzie podobnej do putapkowania
enzyméw 12, Porowata struktura polikrzemianu pozwala uzyska¢ bardzo rozwinieta
powierzchnie w ktérej przewodzace nanoobiekty tworza $ciezki perkolacyjne niezbedne dla
transportu elektronu.

2.1 Metoda warstwa-po-warstwie

W 1966 roku ller zaproponowal nowatorski sposob tworzenia wielowarstwowych
materiatéw z nieorganicznych czastek koloidalnych, bez uzycia molekut typu organicznego 3.
Zastosowat metode, znang dzi$ pod nazwa warstwa-po-warstwie (ang. layer-by-layer, LbL) 4
lub bardziej odpowiadajaca rzeczywistosci, krok-po-kroku (ang. step-by-step) 5. Koloidalne
czastki o przeciwnych tadunkach tgczono w warstwy przez ich naprzemienng adsorpcje na
podtozu statym (Rys. 2.1).

Glass

Rys. 2.1 Schemat wielowarstwowego filmu sktadajacego sie z mikroczastek krzemianu (kulki) oraz koloidalnego
tlenku glinu (druty), osadzonego na powierzchni szkta 36,

W 1991 roku metode te na nowo odkryli Decher i Hong i zastosowali do wytworzenia
ultracienkich warstw 7. Poczatkowo uzyto dodatnich i ujemnych bipolarnych amfifili 7,
nastepnie amfifili i natadowanych polimeréw 8 az w koncu wylacznie prostych,
réznoimiennie natadowanych polimeréw zwanych polielektrolitami °. Przez naprzemienne
zanurzanie natadowanego podioza w zawiesinach z dodatnio i nastepnie z ujemnie
naladowanymi obiektami, mozna utworzy¢ stabilny film (Rys. 2.2).
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Repeat

=7

Charge Neutralization
:|-> Charge Reversal
Charge Resaturation

Rys. 2.2 Metoda LbL tworzenia warstw przez oddziatywania elektrostatyczne 19.

Badania te otworzyly droge do tworzenia réznorodnych materiatéw w oparciu o
makromolekuty takie jak biatka, DNA, enzymy, wirusy, nanoczastki oraz wielu innych
trudnych dzi$ juz do zliczenia 1112, Co wiecej, metoda ta daje mozliwo$¢ pokrycia powierzchni
0 najrézniejszym ksztatcie, wielkosci i wtasciwosciach, np. tekstyliow 13, papieru 14,
koloidow 15, nanoczastek 16, owocow 17, a nawet komorek biologicznych 18. LbL stosuje sie
takze do tworzenia produktéw komercyjnie dostepnych, takich jak soczewki kontaktowe
(CIBA-Vision) 11.

W dalszym ciggu obserwuje sie duze zainteresowanie i rozwdj LbL, jako
wszechstronnej i wydajnej techniki tworzania cienkich, wielowarstwowych filméw w sposéb
kontrolowany. Zaréwno struktura filmu, jak i jego wtasciwo$ci moga podlega¢ zmianie i
regulacji, co jest niewatpliwa zaleta metody LbL.

Na przestrzeni lat pracowano nad skréceniem czasu przygotowywania podtozy
metodg zanurzeniowa. Kazdy jej etap wymaga zazwyczaj kilku minut, ze wzgledu na dyfuzje
molekul, ich adsorpcje na powierzchni oraz czas potrzebny na osiggniecie rownowagowej
konformacji 5. Opracowano, np. kilkusekundowa technike wtryskowa oraz powlekanie
obrotowe (Rys. 2.3) 512,

Dip coating Spray coating Spin coating

Alternated Simultaneous

— LIJ
£ s

Polyanion_

(1) Polyanion | [

Distance

"3 () Wash nozzle wafer —d—4 Zone 2 Polycation +

Rys. 2.3 Schemat prezentujacy trzy najczesciej stosowane metody osadzania w metodzie warstwa-po-warstwie 5.

Whiasciwosci i odtwarzalno$¢ uzyskiwanego materiatu, zalezg od warunkéw metody
LbL. Wielowarstwowy film sktada sie z sekwencji poszczegdlnych warstw, a kazda z nich ma
indywidualng strukture i wlasciwosci. Wazna jest grubo$¢ poszczegdlnych warstw,
porowatos$¢, natura i ilos¢ natadowanych grup funkcyjnych, oraz w niektérych przypadkach,
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ich mobilnos¢. Nie bez znaczenia jest zastosowany rozpuszczalnik, stezenie komponentéw,
temperatura, dodatek soli i jej rodzaj, wilgotno$¢ powietrza, ptukanie czy szybkos¢
zanurzania/wynurzania 1t Zasady ktérymi nalezy sie kierowa¢ dobierajgc warunki dla LbL
zostaly dobrze opracowane dla polielektrolitow, ale moga mie¢ zastosowanie takze dla
innych uktadéw. Pierwsza zasada moéwi, ze im dtuzszy czas adsorpcji, tym bardziej
odtwarzalne materialy, gdyz plateau adsorpcji jest funkcja stezenia komponentu (tfatwo
odtwarzalny parametr) i czasu (trudna odtwarzalno$¢ w zakresie kilkusekundowym).
W poczatkowej fazie adsorpcji, niewielkie zmiany czasu moga znacznie wptywac na ilos¢
adsorbatu. Natomiast, nawet duze réznice czasu w fazie bliskiej plateau adsorpcji powoduja
niewielkie zmiany masy osadzonego komponentu 12. Kolejna zasada odnosi sie do etapu
ptukania substratu. Gdy powlekany substrat wyciggany jest z naczynia, cienki film zawiesiny
ulega adhezji do powlekanej powierzchni, a grubos$¢ przywartej cieczy wynosi okoto kilku
mikronéw. Wspoétczynnik rozcienczenia cieczy do ptukania to stosunek jej objetosci w
naczyniu do objetoS$ci przywartej do substratu. Nalezy pamieta¢, ze z kazdym zanurzeniem
ten wspoétczynnik sukcesywnie wzrasta, a liczba ptukan i ilo$¢ uzytego do tego celu
rozpuszczalnika powinna by¢ dobrana tak, aby catkowity wspoétczynnik rozcienczenia
wynosit 1:106. W przeciwnym razie przywarta ciecz zanieczysci kolejne zawiesiny stosowane
do osadzania. Jest to czynnik czesto lekcewazony i pomijany, a ma znaczenie, szczegélnie dla
duzych powierzchni i grubych warstw 12, Innym istotnym parametrem jest gesto$¢ pokrycia
komponentéw grupami funkcyjnymi. Optymalne upakowanie prowadzi do liniowego wzrostu
grubosci warstw. Czasem zdarza sie silne zageszczenie grup lub migracja molekul,
powodujaca tzw. superliniowo$¢, ktéra pozwala na tworzenie bardzo grubych filméw. Moze
takze wystapi¢ zmniejszanie liczby grup funkcyjnych prowadzace do stagnacji filmu i
zatrzymania dalszego wzrostu depozytu. Takie zachowanie obserwowane jest dla wiekszych
obiektéw np. czastek z niewielka liczba grup mogacych przyjmowac rézng orientacje na
powierzchni 12,

W celu wykazania, ze oddzialywania elektrostatyczne odpowiadajg za tworzenie
uktadow warstowych, zmierzono $redni potencjal powierzchniowy (potencjal zeta)
osadzanych kolejno polielektrolitéw i zaobserwowano kazdorazowa jego zmiane (Rys. 2.4).
Swiadczy to o znikomym przenikaniu warstw, a kazda kolejna warstwa polielektrolitu
powoduje neutralizacje prawie calego tadunku warstwy poprzedniej. Pozostaje jedynie
nieduzy jego nadmiar na powierzchni, ktéry jest sita napedowg do dalszej adsorpcji
(Rys. 2.4) 5.
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Rys. 2.4 Zmiana potencjatu zeta w zaleznosci od liczby zaadsorbowanych warstw polielektrolitow 5.

22

http://rcin.org.pl



Nie jest to jednak dostateczny dowod, na to ze inne sity nie biorg udziatu w tworzeniu filméw,
a jedynie potwierdzeniem udziatu oddziatywan elektrostatycznych. Nalezy pamietaé, ze
uwolnienie przeciwjonu takze odgrywa duza role w metodzie LbL. Ponadto, poza
oddziatywaniami elektrostatycznymi (Rys. 2.2), wykorzystywane s3 takze inne, takie jak
wigzania wodorowe, oddzialywania hydrofobowe, rozpoznanie biomolekularne czy
oddziatywania z przeniesieniem tadunku (ang. ionic charge-transfer) 1°.

Konwencjonalna metoda LbL opiera sie na prostej, naprzemiennej depozycji
komponentéw i osadzaniu warstw na granicy ciecz-ciato state. Jednak nie zawsze jest to
mozliwe, np. w przypadku pojedynczo natadowanych lub obojetnych elektrycznie molekut,
nierozpuszczalnych w wodzie 61120, W tym przypadku z pomocg przychodzi
niekonwencjonalna odmiana metody LbL 620, Zaktada ona wstepng modyfikacje komponentu,
z ktérego nastepnie przeprowadza sie naprzemienne osadzanie. W pierwszym etapie
niekonwencjonalnego LbL wykorzystuje sie rdézne sposoby tgczenia molekut. Niektére
przedstawione na Rys. 2.5a. Przykladem jest modyfikacja CNT 1-pirenopropyloaming
wykorzystujaca oddzialywania donor-akceptor i hydrofobowe 621, W rezultacie CNT zostaja
obdarzone dodatnim tadunkiem elektrycznym i mozna poddac¢ je dalszej modyfikacji
réznoimiennymi polielektrolitami przez ich naprzemienne naktadanie (Rys. 2.5b).

Carbon Nanotube
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Rys. 2.5 a) Schemat tworzenia warstw niekonwencjonalng metoda LbL 22, b) wstepna modyfikacja CNT oraz
osadzanie na nich polimeréw metoda LbL: sulfonianu polistyrenu (PSS)

100600606 60 %
AAAIRAAA L

a)

i poli(chlorkiem dimetylodialliloamonowym) (PDDA) 6.

Pomimo ogromnej popularnosci tej techniki, tworzenie warstw wytgcznie z czastek,
bez zastosowania molekut tgczgcych, stosowano dos¢ rzadko 23. W ten sposob, ze wzgledu na
wypetnianie przestrzeni pomiedzy czastkami otrzymuje sie bardzo porowate, nieregularne
warstwy. W przeciwienstwie do polielektrolitbw, mamy tu do czynienia ze wzajemnym
przenikaniem nakladanych na siebie kolejno warstw. Do tej pory opisano uktady LbL w
oparciu o CNP 13aczone z polimerem o przeciwnym tadunku 2426, z filmem
polikrzemianowym 27.28 oraz w potaczeniu z dodatnio natadowanymi CNP 2939, czgstkami
polikrzemianowymi modyfikowanymi cieczg jonowga 3! oraz nanoczastkami ztota 32. W taki
spos6b wytworzono takze materialy w oparciu o czastki SiO,/TiO, 23, TiO,/CdS 33,
AuNP/krzemionka domieszkowana Ru(bpy)s;2+ 34, a takze rézne potaczenia z CNT, np. z
nanoczastkami btekitu pruskiego 35.

Rys. 2.6 przedstawia pierwszy cienki film utworzony wylacznie z MWCNT metoda
LbL 36, Sitami wigzacymi nanorurki s3 oddzialywania elektrostatyczne pomiedzy
réznoimiennymi grupami funkcyjnymi MWCNT. W rezultacie otrzymano cienki, porowaty
film wykazujacy wysokie przewodnictwo elektryczne, ktéry mozna wykorzystat w
superkondensatorze.
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Rys. 2.6 a) Schemat tworzenia elektrody LbL z MWCNT modyfikowanych grupami karboksylowymi i aminowymi,
b) zdjecie roznej liczby biwarstw osadzonych na waflu krzemowym 36.

Mechanizm przeniesienia elektronu pomiedzy warstwami elektrodowymi opisat
miedzy innymi Schlenoff 3738, Badano w tym celu elektrody zbudowane z naprzemiennie
utozonych warstw elektroaktywnych i nieprzewodzacych (Rys. 2.7) 3738, Rejestrowano
woltamperogramy dla reakcji redoks zewnetrznej warstwy elektroaktywnej. Wraz ze
wzrostem liczby warstw obserwowano wzrost pradu piku, co oznacza, ze caly materiat
zaangazowany byt w zachodzacy proces. Biorac pod uwage grubos$¢ warstw (dziesigte czesci
nanometra), obserwowany efekt wytlumaczono przeskokiem elektronéw (ang. electron-
hopping) pomiedzy warstwami aktywnymi redoks (Rys. 2.7). Tego rodzaju transport
elektron6w moze by¢ utatwiony, gdy warstwy sie wzajemnie przenikaja.

NN Insulator layer

o Redox activity layer

e .
electron hopping

Fig. 2.7 Schemat mechanizmu przeniesienia elektronu pomiedzy warstwami LbL 38,

Metoda LbL wykorzystywana jest do tworzenia innowacyjnych materiatow
o zdefiniowanej strukturze, ciekawych wlasciwos$ciach i coraz czeSciej stosowana w
przemysle i nanotechnologii 3. Skalowanie LbL jest do$¢ proste i nanoszenie warstw przez
rozpylanie stosuje sie w procesie walcowania papieru (Rys. 2.8) lub pokrywaniu karoserii
samochodow .

Rys. 2.8 Metoda LbL zastosowana na duzg skale 39,
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2.2 Metoda osadzania elektroforetycznego

Metoda osadzania elektroforetycznego (ang. electrophoretic deposition process, EPD)
jest wszechstronng, elektrochemiczng metoda pokrywania powierzchni, ktéra ze wzgledu na
prostote i niskg cene, cieszy sie duzym zainteresowaniem w $rodowisku naukowym oraz w
przemysle 40. Umozliwia modyfikacje powierzchni o réznych rozmiarach i ksztattach oraz
tatwa kontrole grubosci osadzanych warstw 4. Technika EPD zostata wynaleziona w 1740
roku przez Bose’a w eksperymencie ciecz-syfon 42, W 1808 roku Ruess, zaobserwowal, ze
pole elektryczne indukuje ruch czastek gliny w wodzie 4. Jednak pierwsze praktycznie
zastosowanie miato miejsce dopiero w 1927 roku do osadzenia dwutlenku toru i wolframu
na platynie 42.

EPD zazwyczaj przeprowadza sie w naczyniu dwuelektrodowym zawierajacym
stabilng zawiesine natadowanych czastek w odpowiednim rozpuszczalniku (Rys. 2.9).
Mechanizm osadzania sktada sie z dwoch etapéow. W pierwszym, pomiedzy elektrody
przyktadane jest napiecie rzedu 10-200 V, pod wptywem ktérego natadowane czastki
poruszajg sie w kierunku przeciwnie natadowanej elektrody. W drugim etapie, czastki
gromadz3 sie na powierzchni elektrody tworzac stabilng, homogeniczng warstwe 4041,

power supply

) particles in stable
suspension
(positively
| charged)

N\

Rys. 2.9 Schemat uktadu uzywanego do elektroforetycznego osadzania 43.

W odréznieniu od elektrolitycznego osadzania (ang. electrolytic deposition process,
ELD), w metodzie EPD zamiast elektrolitéw podstawowych stosuje sie zawiesiny czastek w
réznych rozpuszczalnikach. EPD nie wymaga uzycia wysoko przewodzacego medium, a
najczesciej stosuje sie rozpuszczalniki organiczne 4. Zaleznie od tadunku uzytych czgstek,
wyrdznia sie dwa rodzaje EPD. Gdy na katodzie osadzane sg dodatnio natadowane czastki,
wtedy méwimy o katodowym osadzaniu elektroforetycznym (Rys. 2.10a). W przypadku
czastek ujemnych, osadzanych na anodzie, proces nazywany jest anodowym osadzaniem
elektroforetycznym (Rys. 2.10b).

— + —& +
-@ ® e
@ e
-® '*&
@
a) - ® p) U & ®-

Rys. 2.10 Schemat elektroforetycznego osadzania a) katodowego, b) anodowego 41.

Istotng wada EPD jest ograniczenie do niewodnych rozpuszczalnikow. Przytozenie
tak wysokiego napiecia do elektrod zanurzonych w wodzie powoduje jej intensywny rozktad
z wydzieleniem gazowego tlenu i wodoru, co niekorzystnie wpltywa na jakos$¢
otrzymywanego pokrycia lub wrecz uniemozliwia jego wytworzenie 41.
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Kluczowymi parametrami dla EPD s3a takie wtasciwoS$ci zawiesiny czastek, jak
przewodnictwo, potencjat zeta, stezenie czastek, lepkos$¢. Niezbednym warunkiem jest
stabilno$¢ zawiesiny. Wazna jest takze wysoka mobilno$¢ elektroforetyczna czastek,
przewodnictwo oraz niski fadunek w stosunku do jednostkowej masy 44.

Mechanizm EPD, mimo wieloletniego powszechnego stosowania, nie zostat do konca
zrozumiany 44 Dotyczy to szczeg6lnie drugiego etapu metody, agregacji i akumulacji czastek
na podiozu. Kilka hipotez jak neutralizacja czastek lub ich koagulacja przez powstawanie
jonow lub polimeréw w wyniku reakcji elektrodowej, zostato odrzuconych jako gtéwne
powody depozycji. Najbardziej zaawansowana teoria zaktada, Zze osadzanie zachodzi przez
znieksztalcenie i zmniejszanie warstwy podwojnej w trakcie procesu, a nastepnie koagulacji
czastek pod wptywem przytozonego pola elektrycznego (Rys. 2.11) 44.

)
Rys. 2.11 Schemat czastek i ich warstwy podwadjnej a) w stabilnej zawiesinie, b) znieksztatconej
warstwy podwojnej przez dziatanie sit §cinajacych cieczy podczas ruchéw elektroforetycznych czastek
W roztworze, €) zmiana stezenia jonéw i czastek po osadzeniu na powierzchni elektrody 4.

EPD stosowano gtéwnie do osadzania materiatéw ceramicznych 49. Jednak ostatnio
wykorzystano te metode do tworzenia nowoczesnych, zaawansowanych materiatéw. EPD
jest metodg stosowang do depozycji biomateriatéw 43, metali 45, réznych odmian wegla, jak
nanorurki 46, grafen 47, tlenek grafenu 48 czy CB 49-51. Rys. 2.12 przedstawia, jak bardzo
ztozone i skomplikowane podtoza moga by¢ modyfikowane tag metoda. W tym przypadku jest
to pianka cynowa, ktoéra stopniowo pokrywano roéznag iloscia (przez regulacje czasu
osadzania) amorficznych nanoczastek wegla 52.

Carbon
nanoparticles

Sn foam

X 135

Copper foil T

Carbon matrix

Rys. 2.12 Schemat pokrycia cynowej pianki, nanoczastkami wegla za pomoca metody EPD 52.

W ostatnim czasie CB stosuje sie takze w wys$wietlaczach elektroforetycznych, w celu
uzyskania glebokiego czarnego koloru. Na rys 2.13 przedstawiony jest schemat dziatania
takiego czarno-bialego wyswietlacza, skonstruowanego w oparciu o nanoczastki wegla i
nanoczastki dwutlenku tytanu 4.
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Rys. 2.13 Schemat dziatania (a,b,b’) oraz zdjecie (c,c’) wySwietlacza elektroforetycznego 4.

2.3 Metoda sitodruku

Sitodruk (ang. screen-printing, SP) jest starozytng metoda popularng zar6wno ponad
tysigc lat temu, jak i dzi§ w sztuce, tekstyliach i reklamie 53. Przez naukowcéw
wykorzystywana jest do produkcji sensoréw i obwodéw elektronicznych. W latach
osiemdziesigtych zaadoptowano jg do tworzenia sensoréw amperometrycznych 54
Otrzymywane t3 metoda uktady elektrochemiczne mozna tatwo zminiaturyzowac co daje
mozliwo$¢ ich stosowania w warunkach polowych czy domowych. Metoda sitodruku pozwala
na masowg i tanig produkcje elektrod, dzieki czemu moga stuzy¢ jako jednorazowego uzytku
elementy urzadzen elektronicznych 5556,

Metoda druku sitowego polega na przettaczaniu przez matryce z dziurkami za
pomoca rolki pasty drukarskiej, na podtoze umieszczone po drugiej stronie matrycy (Rys.

2.14) 54,
Squeegee Screen Mesh
¥>/ w Paste
= é

Substrate — \

Emulsion

Nest

[ — ~

L] / (]

[ LY ~

\- Paste Transferred to Substrate

Rys. 2.14 Schemat druku sitowego >7.

W ten sposdb, uzywajac réznych matryc, sukcesywnie naktadane sg kolejne warstwy wzoru.
Pomiedzy drukiem dwoéch rdéznych tuszy, stosuje sie utwardzenie termiczne. Na koricu
procesu naktadana jest nieprzewodzgca warstwa, chronigca przewodzace odprowadzenia
elektrod. W rezultacie otrzymuje sie trzy rézne elektrody na matym fragmencie podtoza (ang.
screen-printed electrode, SPE) (Rys. 2.15).
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Rys. 2.15 Poszczegodlne etapy druku SPE oraz schemat takiej elektrody sé.

Podlozem elektrod musi by¢ material obojetny chemicznie w stosunku do
naktadanych past, jak polichlorek winylu, poliweglan, poliester, ceramika lub witdkno
szklane 54. Matryce natomiast wykonywane s3 technika fotolitograficzna z fotosyntetycznego
zelu, nylonu, poliestru lub z siatki ze stali nierdzewnej 54 Pasty stosowane do elektrod
sitodrukowanych ogolnie dzieli sie na dwa typy: przewodzace i dielektryki. Gtéwnie stosuje
sie tusze oparte na weglu i srebrze, rzadziej na ztocie 53. W celu poprawy adhezji, do past
dodaje sie mineralne lepiszcza lub nieprzewodzace polimery. Niestety moga one oblepiac
elektrochemicznie aktywne czastki i blokowa¢ w ten sposéb powierzchnie elektrody. W celu
poprawy kinetyki przeniesienia elektronu stosuje sie modyfikacje past réZznymi materiatami:
metalami szlachetnymi o wiasciwo$ciach katalitycznych lub tanszymi nanoczastkami tlenku
manganu czy tlenku bizmutu. Alternatywa jest wstepna obrébka elektrod majgca na celu
usuniecie organicznego lepiszcza i rozwiniecia powierzchni, np. stosujac elektrochemiczne
anodyzowanie, przemiatanie potencjatem, obrébke plazma (Ar, Oz SF¢) lub metode
kompleksowa, taczaca obrébke chemiczng (nasaczanie stezonym NaOH) i anodyzowanie 53.

SPE s3 idealnym podtozem do modyfikacji nanomateriatami, mediatorami czy
bioczasteczkami 57, np. przez wprowadzenie ich do pasty, np. domieszkowanie
mediatorami 57 lub wydruk w cato$ci np. grafenowej elektrody 58. Domieszkowanie past jest
nietrywialnym zadaniem, poniewaz zazwyczaj materialy te sg trudno rozpuszczalne w
rozpuszczalnikach stanowigcych baze past drukarskich 5. Dlatego szczegolnie rozwinety sie
inne metody modyfikacji powierzchni SPE, jak osadzanie z kropli (ang. drop-casting).
Przyktadem moze by¢ osadzanie na SPE nanorurek modyfikowanych ftalocyjaning kobaltu
(CoPc) 60. W przypadku nanoczastek metalicznych, a takze niektérych mediatoréw jak btekit
pruski czy polimeréw stosuje sie osadzanie elektrochemiczne 5.

W bioczujnikch, komponent biologiczny dodawany jest w rdézny sposob 5461,
Najprostszg metoda jest reczne osadzanie z kropli za pomoca pipety na wczesniej
wydrukowanych platformach SPE. Nieco bardziej skomplikowane, ale takze bardzo
popularne jest elektrochemiczne putapkowanie w matrycach. Kolejny sposéb to
wprowadzenie materiatu biologicznego do pasty drukarskiej, wtedy najcze$ciej nadrukowuje
sie go w ostatnim etapie. Jednak ta metoda moze wywotywaé denaturyzacje biatek w trakcie
procesu suszenia lub w kontakcie ze sktadnikami pasty.

Elektrody sitodrukowane moga mie¢ wiele réznych konfiguracji i ksztattow, co
pozwala na ich dostosowanie do konkretnych potrzeb. Mozna je drukowa¢ nawet na
elastycznych podtozach (Rys. 2.16).
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Rys. 2.16 Zdjecie SPE: a) trzy o$mioelektrodowe weglowe stemple na naskérku, b) wydrukowane na gumowej
pitce, c) (po lewej) wydrukowne na neoprenowym skafandrze podwodnym, (po prawej) czujnik i potencjostat z
dioda, ktéra zapala sie gdy w wodzie morskiej obecne s3 zanieczyszczenia 53.

SPE stosowane s3g przede wszystkim do detekcji zanieczyszczen Srodowiska, jak
pestycydy, herbicydy, metale ciezkie 5356 oraz diagnostyce klinicznej: do oznaczania
cholesterolu, sekwencji DNA, narkotykéw, etanolu i wielu innych 54 Jednak najbardziej
rozpowszechnione jest ich uzycie do detekcji glukozy. Ma to zwiazek z ekonomia i ogromnym
rynkiem zbytu czujnikow do jej oznaczania, poniewaz diabetycy stanowig 85% catego rynku
zapotrzebowania na biosensory 55. Niewgtpliwie wptywa to na szybki rozwdj tych urzadzen.
Komercyjne SPE do oznaczania glukozy dostepne sg na rynku juz od wielu lat. Dzisiaj juz nie
mys$li sie o drukowaniu pojedynczych elektrod, ale wyzwanie stanowig kompleksowe, tanie,
w catosci drukowane urzadzenia. Rys. 2.17a przedstawia wizualizacje takiego testu 55,
natomiast Rys. 2.17b pokazuje zdjecie pierwszego prototypu tego urzadzenia
przedstawionego w 2014 roku 62. Na jednej matej ptytce w catosci wydrukowano elementy
niezbedne do dziatania platformy, a wiec baterie, wysSwietlacz, obwdd oraz sensor
amperometryczny jako element czuly na glukoze. Pomiar wykonywany jest w ciggu kilku
sekund. Urzadzenie to zapoczatkowuje nowg rodzine urzadzen analizy medyczne;j 55.
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Rys. 2.17 a) Wizualizacja w cato$ci wydrukowanej platformy czujnikowej metoda sitodruku 55, b) prototyp tak
przygotowanego czujnika glukozy 62.
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3. Enzymy

Enzymy sa naturalnymi katalizatorami, przyspieszajacymi reakcje chemiczne, nawet
milionkrotnie. Niemal wszystkie sa biatkami, selektywnie wigZzgcymi substrat w
odpowiedniej orientacji przestrzennej 1. Przyspieszaja ustalenie stanu réwnowagi procesu
wytyczajagc nowa, korzystniejsza energetycznie droge reakcji poprzez tworzenie
przejSciowego kompleksu enzym-substrat (ES). Wiazanie substratu zachodzi wytacznie w
miejscach specyficznych enzymu, tzw. centrach aktywnych. Zajmuja one niewielka cze$¢ catej
czasteczki i umiejscowione sag w zaglebieniach i szczelinach, zazwyczaj niedostepnych dla
czasteczek wody jezeli nie biorg one udziatu w reakcji. Specyficzno$¢ enzymu Scisle zalezy od
utozenia atomdéw w centrum aktywnym, gdyz substrat musi wykaza¢ odpowiedni rozmiar
i geometrie aby sie do niego dopasowac. Niekiedy pod wptywem oddziatywan z substratem
mozliwa jest zmiana konfiguracji centrum aktywnego. Wiekszo$¢ enzymow (z wyjatkiem
allosterycznych) wykazuje kinetyke reakcji zgodna z modelem Michaelisa-Menten. Szybkos$¢
reakcji enzymatycznej (V) zalezy liniowo od malych stezen substratu ([S]), natomiast dla
duzych wartosci [S], obserwuje sie wysycenie enzymu czyli obsadzenie wszystkich centréw
aktywnych powodujace przebieg reakcji z maksymalng szybkos$cig (Vmax) (Rys. 3.1a). W takiej
sytuacji dalsze zwiekszanie stezenia [S] nie ma na nig wptywu. Zalezno$¢ szybkosci reakcji od
stezenia substratu opisuje rownanie Lineweavera-Burka (Réwn. 3.1) i wykres przestawiony
na Rys. 3.1b.

1 Ky 1

1
= + X — 3.1)1
14 Vmax Vmax [5] ( )

Vinax

AN

nachylenie = K,,/V,
w Y| M7 Vmax

szybkos¢ reakcji (V)

i
1
1
! punkt przecigcia -

2 0818 = ~1/Kyy punkt przecigcia z 0sig = 1/ Vipax

LK
)

a) stezenie substratu [S] b) 0 1/(8]

Rys. 3.1 a) Zalezno$¢ szybkosci reakcji (V) od stezenia substratu ([S]), dla enzymu zachowujgcego sie
zgodnie kinetyka Michaelisa-Menten, b) wykres kinetyki enzymu jako zalezno$¢ odwrotno$ci szybkosci reakcji
(1/V) od odwrotnosci stezenia substratu (1//S]), zwany (wykres Lineweavera-Burka) 1.

Stata Michaelisa (Ku) w Réwn. 3.1 okresla stezenie substratu potrzebne do obsadzenia
potowy miejsc aktywnych enzymu. Moze tez informowac¢ o sile wigzania w kompleksie ES.
Duza warto$¢ oznacza stabe wigzanie, natomiast mata - silne. Jej wielko$¢ zazwyczaj miesci
sie w granicy 10-1-10-6 mol I-1. Statej Ku uzywa sie takze w celu okreslenia stopnia degeneracji
enzymu po unieruchomieniu na elektrodzie. Mozna ja obliczy¢ takze na podstawie
elektrochemicznej wersji r6wnania Lineweavera-Burka (Réwn. 3.2). 2

Lo b fm ol (3.2)2

ISS Imax Imax c

Iss — prad stacjonarny rejestrowany po dodaniu substratu w eksperymencie chronamperometrycznym
Imax — maksymalny prad, gdy enzym wysycony jest substratem
C - stezenie substratu w roztworze
Praca enzymu regulowana jest przez mate czasteczki lub jony inhibitujace jego
aktywnos$¢ 1. Podobnie dziatajg tez niektore lekarstwa czy substancje toksyczne, jak jony
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metali ciezkich, pestycydy czy gazy bojowe. Wyré6znia sie dwa typy inhibicji, odwracalng i
nieodwracalng. Inhibicja nieodwracalna polega na silnym, kowalencyjnym wigzaniu
inhibitora, ktérego dysocjacja z miejsca aktywnego jest bardzo powolna. Natomiast, w
inhibicji odwracalnej szybko ustala sie réwnowaga enzym-inhibitor. Wyré6znia sie dwie
strategie dziatania takiego inhibitora: poprzez wigzanie w centrum aktywnym i blokowanie
dostepu substratu (inhibicja kompetycyjna) albo przez wigzanie w miejscu innym niz
centrum aktywne (inhibicja niekompetycyjna) !

3.1 Oksydaza bilirubiny

Oksydaza bilirubiny jest wielomiedziowym enzymem, nalezacym do grupy
oksydoreduktaz. Katalizuje utlenianie bilirubiny do biliwerdyny z jednoczesng redukcjg
czasteczki tlenu do wody. Jej cecha charakterystyczna jest wysoka stabilno$¢ i aktywnos$¢ w
neutralnym, a nawet alkalicznym pH 34. Masa czasteczkowa BOD wynosi 52-64 kDa, a punkt
izoelektryczny 4,2 56. Centrum aktywne zbudowane jest z jonéw miedzi, pogrupowanych w
klastery: T1, nazywany ,niebieskim”, zawierajacy jon miedzi Cu?+; T2 (Cu?*) i T3 (Cuz+/Cut),
zawierajace trzy jony miedzi potagczone w jeden klaster T2 /T3 (ang. trinuclear centre, TNC) 78
(Rys. 3.2). Centrum T1 petni funkcje akceptora elektronéw od substratu (bilirubiny lub
elektrody), ktére nastepnie sg przekazywane do centrum T2 /T3, gdzie czasteczka tlenu ulega
czteroelektronowej redukcji do wody (Réwn. 3.3).

02+ 4H*+ 4e-——> 2H,0 1,23 Vvs. NHE 3.3)°

Centrum aktywne T1, BOD izolowanej z grzybéw Myrothecium verrucaria, posiada uktad
koordynacyjny o geometrii bipiramidy pseudotrygonalnej, zbudowanej z dwoch czasteczek
histydyny, jednej cysteiny, metioniny, asparaginy oraz treoniny (Rys. 3.2b) 10. Potencjat
redoks centrum T1 wynosi ok. 670 mV vs. NHE dla BOD izolowanej z M. verrucaria oraz 650-
750 vs. NHE dla izolowanego z Trachyderma tsunodae. Réznice te mogg wynika¢ z réznego
otoczenia chemicznego klastra T1, np. zastgpienia metioniny fenyloalaning 5!1. Natomiast
potencjat redoks centrum T2 wynosi okoto 390 mV vs. NHE 5.

7y
Thr397 IASn45g / I / 4 "T
Cys457-S,/II\ ," ] s I,L;.
.CU<N-HiS462 - .
'

HiS3gg"N/ E “7/

Met,s7

{

M

b)
Rys. 3.2 a) Struktura oksydazy bilirubiny: btekitne kulki - centrum T1, niebieskie kulki - centrum T2/T3 (TNC),
rézowe kulki - czasteczki wody, b) struktura centrum aktywnego T1 BOD, kulka ztota-T1, Thr-treonina,
Asn-asparagina, His-histydyna, Met-metionina, Cys-cysteina 10.

BOD wykazuje duze powinowactwo do czasteczkowego tlenu, na co wskazuje niska
wartos$¢ statej Michaelisa dla reakcji redukcji tlenu 12. Ze wzgledu na zdolno$¢ do efektywnej
katalizy tego procesu, BOD znajduje zastosowanie w bioogniwach paliwowych (glukozowo-
tlenowe 13) jako ekologiczna alternatywa dla katalizatoréw metalicznych, np. platyny 1415
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oraz dla innego enzymu wielomiedziowego, lakazy 6. Problemy na jakie napotkano w trakcie
konstrukcji wydajnej katody opartej na BOD, to miedzy innymi konieczno$¢ stosowania
mediatoréw przeniesienia elektronu oraz utrata aktywnos$ci zaimmobilizowanego enzymu.
Enzym jest duza biatkowa czasteczka i wymiana elektronu miedzy ukrytymi gteboko
centrami aktywnymi a elektroda jest utrudniona. W tym przypadku z pomoca przyszly
weglowe nanomateriaty, ktérych wielko$¢ zblizona jest do wielkoS$ci enzymu. Umozliwity one
eliminacje mediatoréw i zmniejszenie rozmiaréw ogniwa. Nowe materialy elektrodowe oraz
immobilizacja enzymu na powierzchni elektrody pozwolily na rozwéj ogniw
implantowalnych w Zywych organizmach 11.

3.1.1 Bezposrednie przeniesienie elektronu

Aktywnos¢ katalityczna enzymu zaadsorbowanego na powierzchni elektrody zalezy
od jego orientacji przestrzennej. Moga wystepowac co najmniej dwa przypadki utozenia BOD
(Rys. 3.3). W kazdym z nich, wymiana elektronéw przebiega w inny sposdb, z innym
sygnatem elektrochemicznym. Jezeli centrum aktywne jest wystarczajaco blisko elektrody,
aby tunelowanie elektronéw byto mozliwe (ok. 1 nm), wtedy mamy do czynienia z
bezposrednim przeniesieniem elektronu pomiedzy elektroda a enzymem (ang. direct electron
trasfer, DET). Najkorzystniejsze jest takie potozenie enzymu, aby T1 byto w kontakcie z
elektroda i mogto przekazywaé elektrony Sciezka cysteina-histydyna do T2/T3. Czasem
jednak centrum T2/T3 przejmuje role akceptora elektronéw gdy orientacja BOD wymusza
takie dziatanie (Rys. 3.3) 17.

A B
graphite jold

HET

B
0. H,O T2 HET
o H,0 : z A y
2 Cys T3 T3
1

i 0. His His
IET ; :

SEL billrubin

1 4 oxidase e
T2/T3 His His H
O i

4 T : 0, + 4H*
EPPG Electrade e I’IJI:.I b)

Rys. 3.3 a) Mechanizm bezposredniego przeniesienia elektronu miedzy elektroda a centrum aktywnym BOD:
T1 lub T2 /T3 18, b) szczegdtowy mechanizm DET 17.

Mechanizm enzymatycznej redukcji tlenu najczeSciej opisany jest nastepujaco.
Czteroelektronowa reakcja, zachodzi w dwoéch, dwuelektronowych etapach (Rys. 3.4) 1119,
Zredukowane jony Cu*centrum aktywnego, reagujac z tlenem tworzg posrednig strukture
nadtlenkowg, ktéra w drugim etapie redukowana jest do formy wodorotlenkowej. Forma ta
ulega rozpadowi, pozostawiajac centrum enzymu w formie utlenionej. O catkowitej szybko$¢
procesu decyduje proces redukcji centrum T1 lub tez utleniania substratu (przeniesienia
elektronu od elektrody) 11. Aby utatwic¢ ten etap wazny jest optymalny sposéb immobilizacji
enzymu ha powierzchni elektrody.
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Rys. 3.4 Mechanizm redukcji tlenu w centrum aktywnym wielomiedziowych oksydoreduktaz 11.

Za pomoca woltamperometrii cyklicznej zarejestrowano sygnat zwigzany z przeniesieniem
elektronu miedzy elektroda a zaadsorbowang BOD, pochodzacy od reakcji utleniania-redukcji
jonu miedzi Cu?*w centrum T1. Oszacowany na podstawie woltamperogramu, potencjat
redoks centrum wynosi 515 mV i jest zblizony do literaturowej wartosci potencjatu centrum
aktywnego T1 12,

I{uA)

Iy
200 300 400 500 600 700 800 900
E/mV (vs. NHE)

2.5

Rys. 3.5 Krzywa woltamperometryczna zarejestrowana na selektywnej elektrodzie membranowej
zmodyfikowanej zaadsorbowang BOD w nasyconym argonem 0,2 M buforze fosforanowym pH = 7,4,
v=100 mV st 12,

Modyfikacja elektrody enzymem BOD, np. przez adsorpcje z roztworu, znaczaco
zmniejsza nadpotencjat redukcji tlenu (Rys. 3.6a). Woltamperogram rejestrowany dla tego
procesu ma charakterystyczny ksztatt fali, z potencjatem poczatkowym ok. 0,8 V. Na wielko$¢
obserwowanego pradu i potencjatu redukcji tlenu, silny wptyw wywiera pH elektrolitu. Dla
BOD optymalne pH wynosi ok. 5, ale w sSrodowisku obojetnym nadal widoczny jest silny efekt
katalityczny, ktory praktycznie zanika w pH = 8 (Rys. 3.6b) 3.

3
21
‘}; 12 4 "E
17 <
2 —
27 4
32 4 ™
37 . . —2 . ‘ : . . .
00 1000 300 500 700 900 1100 0 02 0.4 0.6 0.8
a) E/mV (vs. NHE) b) E (V)vs. Ag|AgCl

Rys. 3.6 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie grafitowej z zaadsorbowang BOD,
napowietrzony (0,26 mM 02) 0,1 M bufor fosforanowo-cytrynowy pH = 4,v=10 mV s112,
b) krzywa woltamperometrii liniowej zmiany potencjatu zarejestrowana na HOPG z zaadsorbowana BOD
w nasyconym tlenem 0,1 M buforze Britton-Robinson pH=3,5,5,7i8,v=20mV s'13.
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Jedna z najwiekszych gestos$ci pradu redukcji tlenu 20, 2,15 mA cm2, uzyskano dla tzw.
,0ddychajacej” elektrody wykonanej z papieru weglowego pokrytego matryca
polikrzemianowa z SWCNT i BOD 21, Elektroda zapewnia jednoczesny kontakt z atmosferg
oraz z elektrolitem. Rejestrowany prad jest proporcjonalny do stezenia tlenu, a oddychajaca
elektroda zapewnia staty jego doptyw z atmosfery (Rys. 3.7).

00 /T T T T

-0.3

j/ mA em?
o

PR R I S R
0.1 02 03 0.4 0.5 06 0.7

E vs Ag|AgCI/ V
Rys. 3.7 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z papieru weglowego pokryta matryca
polikrzemianowga zawierajaca SWCNT i BOD w 0,1 M buforze Mcllvaine’a pH = 4,8, od z zewnetrznej strony
elektrody wttaczano b) argon, c) powietrze, d) tlen; natomiast w a) argon, ale elektrolit rowniez jest odtleniony,
v=1mVst2l,

3.1.2 Posrednie przeniesienie elektronu

Orientacja enzymu na elektrodzie moze catkowicie uniemozliwi¢ DET, gdy odlegtos¢
centrum aktywnego od elektrody jest zbyt duza lub gdy dostep do niego jest utrudniony (Rys.
3.8). W takim przypadku stosuje sie zwigzki redoks nazywane mediatorami zwiekszajace
wydajno$¢ przeniesienia elektronu pomiedzy centrum aktywnym a elektroda 1. Funkcje taka
peni, np. ABTS% (dianion 2,2’-azynobis(3-etylobenzotioazolino-6-sulfonianowy) 1722 czy
syryngaldazyna 23, a takze zwiazki kompleksowe metali, np. jony heksacyjanozelazianowe 17
(Rys. 3.8). Mediator moze by¢ dodany rozpuszczony w elektrolicie lub osadzony na
elektrodzie. Potencjat, przy ktérym pojawia sie prad katalityczny, zalezy od potencjatu
formalnego zastosowanego mediatora. W przypadku BOD, warto$¢ bioelektrokatalitycznego
pradu systematycznie maleje ze zmniejszaniem sie réznicy pomiedzy potencjatem redoks
redukcji tlenu (E%gz/u20 = 0,615 V, pH = 7) a potencjatem formalnym mediatora 2.

[Fe(CN) 1=

K [FHCN I

/fl” LA A rd 11’ Cl i A f
[=

EFPG or GC Electrode

Rys. 3.8 Schemat posredniego przeniesienia elektronu w trakcji redukc;ji tlenu katalizowanej przez BOD 17.

Utlenienie mediatora, ABTS2?- do ABTS, zachodzi niezaleznie od obecnosci tlenu, z
posrednim etapem tworzenia anionorodnika ABTS* (Réwn. 3.4) 22,
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Na woltamperogramie (B) na Rys. 3.8 wida¢ wyksztatcone piki utleniania-redukcji
ABTS2-/ABTS*- 22,
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Rys. 3.9 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na GC (A) w nasyconym tlenem buforze fosforanowym
pH =7, (B) po dodaniu do (A) 0,25 mM ABTSZ, (C) po dodaniu do (B) 0,11 uM BOD, v=10 mV st 22,

Po dodaniu BOD do elektrolitu, nastgpita diametralna zmiana ksztattu rejestrowanej krzywej
(Rys. 3.9(C)). Pojawia sie fala odpowiadajgca katalitycznej redukcji tlenu wspomaganej
mediatorem. Reakcja, podobnie jak w DET, ma czteroelektronowy charakter, po ktérej
nastepuje regeneracja mediatora zgodnie z reakcja 22:

2ABTSz + 0+ 4H* — 2ABTS + 2H,0 (3.5) 2

Dla ABTS? wymiane elektronu obserwuje sie pomiedzy centrum aktywnym T1 a elektroda.
Natomiast dla joné6w heksacyjanozelazianowych mozliwe jest przeniesienie elektronow
zaréwno pomiedzy obydwoma centrami T1 jak i T2/T3 (Rys. 3.8) 17, co powoduje wzrost
wydajnosci reakcji enzymatyczne;j.

3.2 Acetylocholinoesteraza

Odkrycie nowego neuroprzekaznika, acetylocholiny (ACh) w organizmach zywych,
zaowocowato  szybka  identyfikacja  enzymu  katalizujgcego  jego  hydrolize,
acetylocholinoesterazy (AChE, Rys. 3.10) 2% Podstawowg funkcjg AChE jest wygaszanie
impulséw przenoszonych w synapsie cholinergicznej poprzez szybka hydrolize ACh (Rys.
3.11a). Dlatego tez, AChE posiada wyjatkow3 specyficznos¢ substratowg oraz bardzo wysoka
liczbe obrotéw 25. Jest to enzym z grupy serynowych hydrolaz, ktéry przez prowadzenie
wszystkich etapdw katalizy w zblizonym tempie, uwazany jest za ewolucyjnie perfekcyjny 26.
AChE wykazuje elipsoidalny ksztatt o rozmiarach 4,5 x 6,0 x 6,5 nm (Rys. 3.10) 2. Ma
wilasciwosci amfifilowe, czes¢ czasteczki jest hydrofilowa, a czes¢ hydrofobowa
(Rys. 3.10b) 2.
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Rys. 3.10 Struktura AChE: a) wewnatrz struktury widoczna jest molekuta liganda (inhibitora), b) kolory
odpowiadajg czescia hydrofilowym (niebieski) i hydrofobowym (czerwony) enzymu 29.

Centrum aktywne AChE osadzone na dnie dtugiej (ok. 2 nm), waskiej wneki, zawiera
katalityczng triade: seryne, histydyne i kwas glutaminowy (Glu 327). W aktywnej
katalitycznie wnece wystepuje tryptofan oraz anionowe reszty aminokwasowe: kwasu
glutaminowego (Glu 327 i Glu 199) oraz asparaginowego. Centrum aktywne AChE zawiera
trzy gtowne domeny (Rys. 3.11a). W pierwszej, esterazowej (ang. esteratic site, ES),
wystepuje aktywna seryna i histydyna. Druga domena, anionowa (ang. anionic site, AS),
posiadajaca od szes$ciu do dziewieciu ujemnych tadunkéw, oddalona jest od domeny
pierwszej o ok. 0,47 nm. W niej wigzana jest czwartorzedowa grupa amoniowa pochodzaca
od ACh lub ligandéw konkurencyjnych 25. Trzecia, domena hydrofobowa, zbudowana z
aminokwasOw aromatycznych (ang. aromatic site, AS) odgrywa wazng role w wigzaniu grup
arylowych substratu 26. W AChE wystepuje tez czwarta domena, usytuowana w odlegtosci ok.
2 nm od centrum aktywnego, na obrzezu wneki, zwana peryferyjnym miejscem anionowym
(ang. peripheral anionic binding site, PAS). Jest to strefa wigzania réznych ligandéw. Funkcja
PAS jest regulacja czynno$ci centrum aktywnego, ktéore w nadmiarze ACh hamuje
(niekompetytywnie) aktywnos¢ katalityczng enzymu 30.

Acetylcholine HO- ﬁ'_
CH CH3 CH 0 Acetic Acid
N Ptk
+N-CH,CH;O-C-CH, &  +
Etectostaticatracton 0 CH CH, CH
: ’7 ANl
-g}/@s)\v@ ‘ H? N Chaline
O’%' Serine — |
"Esteric Site” CH2 CHZOH
I Acetylcholinesterase

a) b)
Rys. 3.11 a) Oddziatywanie pomiedzy dodatnio natadowanym atomem azotu z ACh i anionowym miejscem z
centrum aktywnego AChE oraz proces hydrolizy w centrum esterazowym, tworzenie choliny
i kwasu octowego 31, b) struktura centrum aktywnego AChE 25.

Poza funkcjg katalityczna, AChE pelni w organizmie funkcje fizjologiczne: morfogenna
i neuromodulacyjng oraz bierze udziat w procesie hematopoezy. Badania wskazuja, ze
funkcje te sg powigzane z PAS, a zablokowanie centrum aktywnego nie wptywa na funkcje
niekatalityczne AChE. Moze natomiast prowadzi¢ do nadprodukcji enzymu przez organizm 30.
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3.3 Wybrane metody unieruchamiania enzymow

W przemys$le spozywczym oraz kosmetycznym, enzymy stosowane s3 jako efektywne
katalizatory, a ich unieruchomienie na podtozach statych umozliwia znaczng redukcje
kosztéw. Okazato sie, ze taka immobilizacja dobrze wptywa na stabilno$¢ enzymow, ktore sg
wrazliwe na temperature i pH otoczenia. Umozliwia to lepsza kontrole procesu, tatwe
wydzielenie z produktéw reakcyjnych oraz wielokrotne uzycie Kkatalizatora. Aktywnos¢
enzymodw, ktora dos¢ szybko maleje po wyizolowaniu z zywej komoérki, moze zosta¢ znacznie
wydtuzona. Proces ten pozwala na prace enzymdéw w rozpuszczalnikach organicznych,
co rozszerza zakres ich stosowalno$ci 32-34,

Wilasciwosci te wykorzystano nie tylko w technikach przemystowych, ale takze
projektujac czujniki czy ogniwa elektrochemiczne. Poza zmniejszeniem zuzycia enzymu,
immobilizacja pozwala na implantacje urzadzen w organizmach zywych (oddzielenie
katalizatora od elektrolitu, brak wptywu na pacjenta) !! oraz umozliwia powtarzalna,
wydajng prace urzadzen i ich miniaturyzacje 35. Pomaga takze zachowa¢ wysoka aktywnos$¢
enzymu i zmniejsza opdr transportu masy 36.

Wyréznia sie trzy podstawowe metody unieruchomienia enzymow: wigzanie do
podtoza, putapkowanie (kapsutkowanie) i sieciowanie (ang. cross-linking) 3337 (Rys. 3.12).

ENTRAPMENT

P Cf“//

%

Matrix

CROSS-LINKING 2
X BINDING TO SUPPORTS - A

Rys. 3.12 Metody immobilizacji enzymow 3839,

Wigzanie enzymu do podtoza moze odbywac sie za pomocg oddziatywan fizycznych
(adsorpcja, oddzialywania elektrostatyczne, wigzanie jonowe, oddziatywania van der Waalsa
i hydrofobowe) lub chemicznych (wigzania kowalencyjne). Adsorpcja fizyczna jest relatywnie
prostg i tanig metoda, ktéra nie wymaga chemicznej modyfikacji enzymu, dzieki czemu nie
ulega on denaturacji. W tej metodzie substrat zanurzany jest do roztworu enzymu albo
osadzany przez odparowanie z kropli enzymu 40. Jej ograniczeniem jest mata trwato$c
i wyptukiwanie enzymu z powierzchni, szczegélnie w roztworach wodnych, dlatego metoda
ta nadaje sie przede wszystkim do stosowania w roztworach organicznych lub
hydrofobowych 41. Adsorpcje z powodzeniem uzyto, np. do unieruchomienia AChE w czujniku
na pestycydy 42 czy do immobilizacji BOD 17:43.44,

Unieruchomienie przez tworzenie silnego wigzania kowalencyjnego miedzy enzymem
a podtozem jest jedng z czeSciej stosowanych metod i ma charakter nieodwracalny. Jej zaletg
jest ograniczenie tendencji do wyptukiwania enzymu z powierzchni, szczegélnie w
roztworach wodnych oraz zmniejszenie ryzyka zanieczyszczenia biokatalizatora przez
produkt reakcji. Wadg jest natomiast chemiczna modyfikacja enzymu. Do tworzenia wigzan
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kowalencyjnych, wykorzystuje sie przede wszystkim aminokwasy obecne w strukturze
enzymu. Jednak aby Kkatalizator byt maksymalnie wydajny w reakcji nie powinny bra¢ udziatu
ugrupowania kluczowe dla procesu katalitycznego 3745. Metoda ta zostata uzyta miedzy
innymi do skonstruowania bioczujnika tlenu opartego na BOD 46, a takze do immobilizacji
AChE 47,

Inng nieodwracalng metodg jest pulapkowanie enzymu przez inkluzje w
nieorganicznych lub organicznych polimerach. Znajduje ona zastosowanie ze wzgledu na
niski wptyw na strukture i aktywno$¢ enzymu 48 .

3.3.1 Immobilizacja enzymu przez pulapkowanie w matrycy polikrzemianowej

Do putapkowania enzymu w matrycy polikrzemianowej wykorzystuje sie metode zol-
zel. Za poczatek jej rozwoju uwaza sie lata dziewiecdziesigte XX wieku 49. Umozliwita ona
potaczenie ceramiki, szkta i innych nieorganicznych materialéw z bioaktywnymi molekutami,
gtéwnie dzieki syntezie odbywajgcej sie w temperaturze pokojowej, Kkorzystnej
dla enzymoéw 49.50. Okazato sie, ze taka immobilizacja nie powoduje denaturacji bioczasteczek.
Jest to zaskakujgce, biorgc pod uwage duza reaktywnos$¢ chemiczng stosowanych
monomerdéw (alkoksylany matali i potmetali) oraz kurczenie Zelu wywotujgce nacisk na
strukture biatkowg, ktéra moze sie zmieni¢ i wplyna¢ na dostepnos¢ centréow aktywnych 4°.
Unieruchomienie w matrycy polikrzemianowej okazato sie wszechstronng, nietoksyczng i
tanig metodg 51. Do jej zalet mozna zaliczy¢: rozwinieta i porowata powierzchnie, termiczng
stabilno$¢, odpornos¢ na fotodegradacje i degradacje elektrochemiczna, brak koniecznos¢
uzycia $wiatta indukujgcego proces, a ponadto transparentno$¢ dla §wiatta UV-Vis, kontrole
przewodnictwa przez dobdr monomeru oraz mozliwo$¢ modyfikacji chemicznej 4. Nalezy
wspomnie¢ takze o wadach takiej immobilizacji, jakimi s3: kruchos¢, waskie pory matrycy,
wptywajgce na kinetyke reakcji i dyfuzje duzych molekul, wymywanie enzymu z matrycy 4°.

Metoda nazywana zelowym kapsutkowaniem lub pulapkowaniem polega na
budowaniu porowatej struktury przez chemiczng kondesacje, np. polikrzemianéw wokét
enzymu, ktéry w tym przypadku peini role szablonu (Rys. 3.13) 52 W konsekwencji
otrzymuje sie matryce z enzymem zamknietym w matych lub wiekszych porach w zaleznosci
od tego, czy nastgpita agregacja. Pory takie musza by¢ wystarczajaco duze aby enzym miat
mozliwo$¢ zmiany konformacji w trakcie cyklu katalitycznego. Matryca musi umozliwia¢
dyfuzje substratu i produktu do biomolekuty 52,

Surface
functionalities

Fig. 3.13 Porowata struktura zelu otaczajgca enzym 52.

Jedna z czesciej uzywanych i szeroko badang byta matryca zbudowana z sieci SiO;
syntezowana z Na;SiO3; (szklo wodne) 52 Jednak dzi§ do syntezy matryc najczesciej
wykorzystuje sie alkoksylany metali, ze wzgledu na tatwo$¢ tworzenia duzej, porowatej
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struktury, mozliwo$¢ funkcjonalizacji powierzchni oraz tagodne warunki syntezy. Typowymi
prekursorami procesu zol-Zel sg alkoksylany krzemu, jak tetraalkilokrzemiany Si(OR)s, czy
organoalkilokrzemiany R’'4xSi(OR)y, gdzie: x = 1-4, a R jest grupa funkcyjna (R: CHs-, C2Hs-,
CeHs-, R’: CH3-, C2Hs-, CsHs-, etc.) 51. Proces zol-zel sktada sie z dwoch etapdw: hydrolizy oraz
czesto biegngcej réwnolegle, kondensacji i polikondensacji w obecno$ci czasteczek enzymu
(Rys. 3.14).

— SII b /sro - Si0,

a) b)
Fig. 3.14 a) (a) Formowanie czastek zolu podczas wstepnej hydrolizy i kondensacji, (b) dodanie enzymu do zolu,
(c) formowanie i wzrost sieci polikrzemianowej, poczatek putapkowania protein, (d) enzym w matrycy
polikrzemianowej 53, b) schemat procesu zol-zel z uzyciem tetraetoksysilanu, TEOS 54.

Alkoksylany krzemu charakteryzuja sie obecnos$ciag polarnego wigzania kowalencyjnego, Si-O.
Transformacja do formy zelowej zachodzi najczesciej w obecnos$ci macierzystego alkoholu,
np. metanolu czy etanolu. Uzycie odpowiedniego rozpuszczalnika jest dos¢ istotne, poniewaz
polarny i protyczny moze rywalizowac z wodg w reakcji substytucji liganda, ktéra zachodzi w
czasteczce prekursora i odpowiada za proces Zelowania 52. Natura rozpuszczalnika wazna jest
takze ze wzgledu na enzym, ktéry pod jego wplywem moze traci¢ aktywnosé. W pierwszym
etapie zachodzi hydroliza, ktéra prowadzi do wymiany liganda -OR na grupe -OH (Rys. 3.15a).
Po tej reakcji nastepuje kondensacja, czyli tworzenie tréjwymiarowej, zelowej struktury
polikrzemianowej SiO; z lukami, w ktérych usytuowany jest enzym (Rys. 3.15b).

H

H H \
o 5- O Si—OH + Si—OH —Jp Si—0Q— Si—OH
. ) .
0s + Si(OR)y —» 0 —»Si(OR) 3 2; &+ 1,-OH bridge
H < Lewis i nucleophile
base
(ﬁ(wqter) =0)
Leaving group Leaving group
. i O—q; —Pp Si—0—Si + Hy0
| Si(OH)YOR)3 ~ ,  ROH b Si—O—si 11,-O bridge
a

Rys. 3.15 Mechanizm procesu zol-zel: a) reakcja hydrolizy, b) reakcja kondensacji 52.

Dla prekursoréw zawierajgcych ugrupowanie Si-O, mechanizm hydrolizy uzalezniony jest od
ataku nukleofilowego na atom krzemu. Atak ten zalezy natomiast, od czastkowego tadunku
atomu, ktdéry dla krzemu jest niewielki (6*= 0,32 w Si(OC:Hs)4) w poréwnaniu do innych
metali, np. cyrkonu, 6+= 0,65 w Zr(0OC;Hs)452. Dlatego tez, atak nukleofilowy wody z atomem
tlenu o czastkowym tadunku ujemnym, nie jest tak tatwy, jak w przypadku alkoksylanow
metali przejSciowych. Powoduje to matg szybkos¢ reakcji hydrolizy i kondensacji oraz
konieczno$¢ stosowania katalizatoréw reakcji. Moga by¢ to kwasy (np. H+), ktore przez silny
tadunek dodatni zdolne sg do ataku na atom tlenu, albo zasady z silnym tadunkiem ujemnym
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(np. OH-, takze silne zasady Lewisa jak F-). W tym przypadku obie reakcje, hydrolizy i
kondensacji mogg by¢ kontrolowane oddzielnie. W zaleznos$ci od szybkosci tych procesow
mozna uzyska¢ rézne rodzaje zelu. W sytuacji, gdy szybko$¢ hydrolizy jest wieksza i
dodawany jest kwasowy katalizator, otrzymuje sie strukture podobng do polimerowego lub
organicznego zelu. W przypadku katalizatoréw zasadowych, gdy kondensacja przebiega
szybciej, powstaje zwarta struktura polikrzemianowych czgstek i zelu. W przypadku
putapkowania enzyméw wrazliwych na kwasne $rodowisko, proces ten dzieli sie na dwie
cze$ci, najpierw przeprowadza sie hydrolize i wstepna kondensacje prekursora bez
obecnos$ci enzymu. Nastepnie dodaje sie jego roztwdér w buforze o pH optymalnym dla jego
wydajnej aktywnosci (Rys. 3.14). Dla niektérych enzyméw, czynnikiem denaturujagcym moze
by¢ takze alkohol uzywany na etapie hydrolizy 55.

Proces zol-zel znajduje =zastosowanie do modyfikacji elektrod zaréwno
biomolekutami jak i nanomateriatami. Przyktadem moze by¢ BOD kapsutkowana w matrycy
tetrametoksysilanu (TMOS), osadzona na elektrodzie z CNT 56 (Rys. 3.16a). Na Rys. 3.16b
przedstawiono krzywe woltamperometryczne, wydajnej katalitycznej redukcji tlenu przez
tak zaimmobilizowang BOD. Elektroda taka postuzyta do zbudowania bioogniwa tlenowo-
glukozowego 5e.

: 0.1
Mesoporous SiO, Carbon Nanotubes E i iscosdi
Mediator (in solution) \Encap hiliatad Ecyme 0.05 l
L ‘ "‘1 -' o ,) ° g 0 E PJJ
1 = :
g
= -0.05 |
a Solgel-80D
Electrode
01 |
P & L
Gold-plated mesh -0.15 M e
-0.2 0 02 04 06 08 1
a) Nanostructured Composite Electrode b) E (Volts)

Rys. 3.16 a) Schemat elektrody z BOD unieruchomiong w matrycy polikrzemianowej, b) krzywe
woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie ztotej pokrytej CNT i BOD unieruchomiong w matrycy
polikrzemianowej oraz na elektrodzie bez enzymu, 0,125 mM ABTS?Z, nasycony tlenem fizjologiczny bufor
fosforanowy pH = 7,2, v= 100 mV s'! (E vs. Ag|AgCl) 56.

3.3.2 Immobilizacja enzymu przez pulapkowanie w alkoholu poliwinylowym

Putapkowanie enzyméw w matrycach utworzonych z polimeréw organicznych jest
kolejng dogodna metodg immobilizacji 57. Tréjwymiarowa sie¢ otaczajaca czasteczki enzymu
zazwyczaj tworzona jest przez sieciowanie naturalnych polimerdéw, jak kappa karagenu czy
alginianéw. Stosowanie syntetycznych polimerdw jak poliakryloamid lub poliuretan, niesie
wiele korzysci jak duza wytrzymatos¢ i chemiczna opornosé. Jednakze proces polimeryzacji
czesto powoduje utrate aktywnosci katalitycznej enzymoéw w wyniku wysokiej aktywnosci
potproduktéw lub toksyczno$¢ monomeréw 57. Aby temu zapobiec wprowadzono metode
immobilizacji oparta na prepolimerze. Metoda ta, polega na wstepnej syntezie polimerowe;j
struktury matrycy, prepolimeru, ktéry nastepnie miesza sie z enzymem i na drodze reakcji
sieciowania czasteczek prepolimeru, tworzy sie tréjwymiarowa struktura zamykajaca
wewnatrz molekuty enzymu 57.

Obiecujacym materiatem stosowanym do unieruchamiania enzymoéw jest alkohol
poliwinylowy (ang. polivinyl alkohol, PVA). To syntetyczny hydrozel, posiadajacy wyjatkowe
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wtasciwosci biokompatybilne, elastyczne oraz higroskopijne. Dzieki temu, Ze jest stosowany
nawet do produkcji soczewek kontaktowych i w operacjach $ciegien 58. Do unieruchomienia
biomolekul w PVA stosuje sie m.in. fotoczuly, rozpuszczalny w wodzie prepolimer,
zawierajacy ugrupowania azydkowe (ang azide-unit pendant water-soluble photopolymer,
AWP) (Rys. 3.17) 59. Polimeryzacja PVA-AWP inicjowana i kontrolowana jest przez $wiatto
UV 58, W trakcie procesu, arylowe grupy azydkowe ulegajg fotopolimeryzacji zamykajac w
matrycy czasteczki enzymu.

n m

OHO O nm=100:1

outside soaking solution

hv .
NH DA and AWP photocrosslinked film ﬁfm{g )%%: water
o) mixed solution
= N —> —> 2
N3 X N N\ —
of N/ o
a) N b) inside liqui

Rys. 3.17 a) Struktura polimeru PVA-AWP, b) efekt pecznienia usieciowanego polimeru pod wptywem wody 5°.

Metoda ta wymaga wstepnej hydratacji substratu, ze wzgledu na to, ze PVA-AWP
pelni role poélprzepuszczlanej membrany. Przez ci$nienie osmotyczne wywotane wyzszym
stezeniem jonowego polimeru w matrycy, woda dyfunduje do jej wnetrzna powodujac
ekspansje zelu (Rys. 3.17b) 59. Pecznienie takiej matrycy, daje przestrzen enzymowi do
przyjecia najlepszej konformacji i zapewnia efektywna katalize.

Polimer PVA-AWP okazat sie dobrym, stabilnym materiatem do immobilizacji enzymu
AChE i przygotowania sensora do oznaczania pestycydow takich jak, np. chlorfenwinfos 6° czy
okson chlorfenwinfosu 6061 oraz metylparaoksonu i dichlorfosu 62.
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4. Bioogniwa paliwowe

Bioogniwa paliwowe (ang. biofuel cell, BFC) to urzadzenia zdolne do bezposredniej
przemiany energii chemicznej w elektryczng za poSrednictwem = proceséw
elektrochemicznych z udziatem szlakéw biochemicznych 1. Podobnie do tradycyjnego ogniwa
paliwowego, BFC zbudowane jest z anody, na ktorej zachodzi utlenianie paliwa w sposéb
ciagly oraz katody, na ktérej zachodzi proces redukcji utleniacza (Rys. 4.1) 2. Rdznica
pomiedzy bioogniwem a ogniwem, polega na tym, Ze metaliczne katalizatory zastgpiono ich
biologicznymi odpowiednikami, takimi jak enzymy, drobnoustroje czy organelle
komoérkowe 23,

Flow of electrons

Rys. 4.1 Ogolny schemat ogniwa paliwowego przedstawiajgcy utlenianie paliwa, redukcje tlenu oraz przeptyw
elektronéw przez opornik 2.

Historia bioogniw paliwowych siega roku 1870, kiedy to Galvani wykonat pierwszy
eksperyment wigzacy elektrycznos¢ z biologia, dokonujac jednocze$nie stynnego
odkrycia - wptywu pradu elektrycznego (woOwczas generowanego 7 maszyny
elektrostatycznej) na skurcz wypreparowanej zabiej nogi . Dos$wiadczenie to
zrewolucjonizowato wiedze o systemie nerwowym czlowieka. Poczatek prac nad BFC
odnotowano w 1911 roku, gdy Potter najpierw zaprezentowal produkcje pradu
elektrycznego przez bakterie Escherichia coli i Sacharomyces na platynowych elektrodach 1,
a w 1912 pokazat pierwsze bioogniwo wykorzystujgce komérki drozdzy do utleniania
glukozy 3. W latach piecdziesigtych XX wieku, amerykanski program lotéw kosmicznych
wspomogt rozwdj mikrobiologicznych BFC, jako technologii umozliwiajgcej utylizacje
odpadéw kosmicznych oraz generujacej prad elektryczny 1. Natomiast, w 1964 roku Kimble
zaproponowat uzycie wyizolowanych enzyméw i wraz ze wspotpracownikami skonstruowat
trzy anody i ogniwa dziatajace w oparciu o oksydaze glukozy, dehydrogenaze alkoholowa lub
oksydaze aminokwasowg % Prace te zapoczatkowaly badania nad urzadzeniami dzi$
nazywanymi enzymatycznymi bioogniwami paliwowymi (ang. enzymatic biofuel cell, EBFC).

Paliwem klasycznych ogniw paliwowych jest wodér, proste alkohole lub kwas
mréwkowy 5. Jednak stosowanie paliw zawierajacych atomy wegla moze powodowac
zatruwanie i dezaktywacje Kkatalizatorow przez tlenek wegla. Naukowcy postanowili
zrozumie¢, jak u zwierzat powstaje energia, woda i CO, w wyniku utleniania cukru.
Odpowiedzig okazaty sie enzymy, naturalne katalizatory, ktére w przeciwienstwie do metali,
nie ulegajg zanieczyszczeniom produktami reakcji. Enzymy ze wzgledu na niskg cena i duza
dostepnos¢, od dawna stosowane sa w przemysle np. do produkcji proszkéw do prania.
Jednak wuzycie ich do generowania pradu elektrycznego jest znacznie bardziej
skomplikowane. W organizmach zywych, enzymy wedrujg swobodnie w komdrkach. Ogniwo
ze wzgledu na wydajno$¢ i wielko$¢, wymaga by katalizator byt osadzony w jednym miejscu,
w odpowiedniej orientacji, czyli unieruchomiony na powierzchni elektrody. Dodatkowo,
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enzym powinien pracowac kilka miesiecy lub lat. Problem stanowi krotka trwato$¢ enzymow
ktdra, np. w organizmie ludzkim wynosi tylko kilka dni oraz niecatkowite spalanie paliwa 13.
Jednak ogromna dostepnos$é, tatwos¢ pozyskiwania i oczyszczania enzymow, praca w
tagodnych warunkach i temperaturze powoduje, Ze zainteresowanie tymi biologicznymi
katalizatorami nie stabnie. Poza tym, enzymy charakteryzuja sie niezwykle wysoka
selektywnos$cig substratowg, a produkty uboczne mogg by¢ substratami dla kolejnych
enzymow. Proces immobilizacji enzymu ma za zadanie zwiekszy¢ stabilnos¢ biatka, wydtuzy¢
czas zycia, poprawi¢ wydajno$¢ oraz zapewni¢ optymalny transport elektronu pomiedzy
powierzchnig elektrody a enzymem. Pomocna jest takze inzynieria genetyczna, pozwalajaca
na otwarcie struktury biatkowej i lepszy dostep do centréw aktywnych (mutanty enzyméw),
a takze nanotechnologia, dajac materialy elektrodowe umozliwiajace eliminacje
mediatoréw 6.

Wydajno$¢ ogniw paliwowych okres§la sie przede wszystkim na podstawie
charakterystyki pradowo-napieciowej i odpowiadajgcemu jej profilowi mocy (Rys. 4.2) 27. W
idealnym przypadku napiecie BFC powinno by¢ niezalezne od pradu pobieranego z ogniwa.
W rzeczywisto$ci, nawet napiecie obwodu otwartego (ang. open circuit voltage, OCV), rézni
sie od wartos$ci rownowagowej (Eci). OCV to napiecie ogniwa, przy ktéorym nie ptynie prad,
czyli maksymalne napiecie uktadu elektrochemicznego, réwne réznicy potencjatéw
standardowych poszczegélnych reakcji zachodzacych na anodzie i katodzie. Skonczona
szybkos¢ proceséw zachodzacych w ogniwie wplywa na to, Ze rzeczywista moc ogniwa
zawsze jest mniejsza sie od wartosci teoretycznej. Rdéznica pomiedzy rzeczywistym
napieciem ogniwa (V) a teoretycznym, odwracalnym (rownowagowym) napieciem ogniwa
(Ecen), nosi miano nadpotencjatu ogniwa (n) (Rown. 4.1). E.n wyrazone jest réwnaniem
Nernsta dla konkretnego ogniwa i mozliwe do obliczenia ze zmiany entalpii swobodnej
Gibbs’a dla reakcji katodowej i anodowej, podczas obcigzania ogniwa (przy generowanej
gestosci pradu) 7.

Internal currents/fuel crossover

K Activation losses

Pimax

Ohmic
losses

Cell voltage ¥,/ V

Power density p / W m™

Concentration
losses

Current density j/Am™?

Rys. 4.2 Przyktadowa charakterystyka pradowo-napieciowa ogniwa paliwowego z zakresami gestosci pradu w
ktoérych wystepuja gtéwne straty napiecia 7.

Wyréznia sie trzy rodzaje nadpotencjatu ogniwa: aktywacyjny, omowy i stezeniowy
(masowy) (Rys. 4.2) 7. Nadpotencjat aktywacyjny (1) dominuje przy matych gestosciach
pradu. Wynika z bariery energetycznej przeniesienia fadunku z enzymu lub mediatora do
elektrody. Straty te przybliza sie r6wnaniem Tafela lub Butlera-Volmera 7. MozZna je obnizy¢
przez odpowiedni dobdr katalizatora, zwiekszenie powierzchni elektrody i optymalizacje
parametréw procesu, jak pH czy temperatury. Nadpotencjat omowy (1.xm) wynika z oporéow
przeniesienia fadunku przez rézne komponenty uktadu. Zawiera w sobie opory odbiornika
pradu, elektrolitu, membrany, elektrody, kontaktéw elektrycznych i odpowiednich granic
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fazowych. Spadek omowy wyrazany jest przy pomocy prawa Ohma. W celu
zminimalizowania tych strat, nalezy stosowa¢ membrany o niskiej opornosci, zapewnié
optymalng odlegtos¢ elektrod ogniwa oraz dobry kontakt komponentéw. Wazne jest wysokie
przewodnictwo elektrolitu, ale jego sktad i stezenie nie mogg zaktdcaé pracy biokatalizatora.
Przy najwyzszych gestosciach pragdu dominujg straty powodowane oporem transportu masy
(nadpotencjat stezeniowy, ncn). Opér ten prowadzi do wysokiego gradientu steZenia,
szczegblnie w poblizu powierzchni elektrody. Mozna go zminimalizowa¢ wydajnie mieszajac
roztwor.

Veeu = Ecett — Nact — Nohm — Neon (4.1)7

Waznym parametrem dla BFC jest elektryczna moc ogniwa (p) (Réwn. 4.2),
definiowana jako iloczyn napiecia ogniwa i generowanego pradu (I). Zazwyczaj przedstawia
sie profil mocy ogniwa jako znormalizowana warto$¢ mocy w stosunku do powierzchni
elektrody (A) (gesto$¢ mocy, P) w funkcji gestoSci generowanego pradu (j) (Réwn. 4.2) 7.

P =1XVeen 4.2)7

P=2%=j% Ve (43)7

Warto$¢ mocy dla tradycyjnych ogniw paliwowych osiagga kilo- czy nawet megawaty,

natomiast EBFC generuja jedynie od mikro- do miliwatéw, co jest wystarczajace tylko dla
niewielkich urzadzen 8.

Klasycznym przyktadem EBFC jest ogniwo glukozowo-tlenowe, w ktérym na anodzie
zachodzi utlenianie glukozy, na katodzie za$ redukcja tlenu (Rys. 4.3) ° Glukoza jest
podstawowym zrodtem energii w organizmach zywych i moze zapewni¢ do 16 kW g1,
generujgc dwanascie elektronéw na jedng molekute. Jednym stowem, jest malg czasteczka,
zawierajacg duzg ilo$¢ energii, czyli idealna do zasilania ogniwa paliwowego °.

| §
Glucose
or other fuel
Oxygen
| S from air
Fuel oxidizing enzymes: Oxygen reducing enzymes:
Glucose Oxidase Laccase
Glucose Dehydrogenases Bilirubin Oxidase
Alcohol Dehydrogenases Ascorbate Oxidase

Rys. 4.3 Schemat EBFC glukozowo-tlenowego, ztozonego z anody i katody modyfikowanej przez rézne enzymy 5.

Glukoza utleniana jest przez oksydaze glukozy (ang. glucose oxidase, GOD) do
glukonolaktonu w procesie dwuelektronowym, natomiast tlen redukowany przez BOD w
procesie czteroelektronowym 289. Teoretyczne OCV takiego ogniwa wynosi ok. 1 V
(Rys. 4.4) 5. Ze wzgledu na to, Ze orientacja enzymu czesto uniemozliwia DET, stosuje sie
mediatory przeniesienia elektronu, ktére mogg wptywac na OCV ogniwa. Ich potencjat redoks
nie moze by¢ za bardzo zblizony do potencjatu centrum aktywnego enzymu, poniewaz sita
napedzajaca wymiane elektronéw bedzie zbyt niska, natomiast zbyt duza réznica spowoduje
ingerencje w OCV 5. Prace nad udoskonaleniem ogniwa pozwolity zwiekszy¢ uzyskiwang
gestos¢ pradu z pA do mA cm-25.
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Rys. 4.4 0golny schemat potencjatowy dla glukozowo-tlenowego bioogniwa paliwowego 5.

Pierwsze chirurgiczne wszczepienie rozrusznika serca w 1960 roku oraz ogromny
rozwdj implantowalnych urzadzen medycznych, wymusity poszukiwania odpowiednich
zrédet ich zasilania 9. Pod koniec lat szesédziesigtych XX wieku opracowano baterie litowsg,
ktérej trwato$¢ w organizmie ludzkim siegala nawet kilku lat i byta wystarczajgca do
zasilania rozrusznika serca, ktéry konsumowat jedynie 10-40 pW. Jednakze inne
implantowane urzadzenia, jak sztuczne organy, wymagajg wiekszych energii (od mW do W).
W obszarze zainteresowania znalazty sie BFC, a szczegélnie ogniwo glukozowo-tlenowe.

Glukoza i tlen obecne sg w ptynach fizjologicznych i w sposéb ciaggly dostarczane na
drodze szlakdw metabolicznych, wiec teoretycznie ogniwo nie wymagatoby wymiany w ciggu
zycia pacjenta. Ponadto moc takiego ogniwa, przy maksymalnie wydajnym utlenianiu glukozy
i redukcji tlenu, moze wynosi¢ nawet setki mW °. Jednak plyny fizjologiczne nie sg prostym
elektrolitem, co powoduje pewne utrudnienie. Przy projektowaniu ogniwa nalezy wzig¢ pod
uwage, zmienno$¢ stezenia glukozy i tlenu, temperature (ok. 37 °C), fizjologiczne pH,
obecnos¢ innych substancji, ktére moga wptywaé na prace ogniwa, a przede wszystkim, co
najtrudniejsze, biokompatybilno$¢ i hemokopatybilnos¢ °.

W 1970 roku, po raz pierwszy zaimplantowano ogniwo glukozowo-tlenowe
zbudowane z elektrod platynowych u psa °. Przelomowe prace nad implantacjg bioogniw
paliwowych opublikowat Heller w 2003 roku, pokazujac mikroelektrody pokryte GOD i
lakazg implantowane w owocu winogrona 10. Natomiast w 2010 Cosnier wszczepit glukozowe
EBFC do organizmu szczura 1. Dalsze prace nad ogniwem przyniosty poprawe jego
parametréw, miedzy innymi przez zastgpienie grafitu, CNT oraz wyeliminowanie mediatora.
W ten spos6b w warunkach in vivo otrzymano $rednie OCV = 0,54 V i gesto$¢ mocy 193,5 pW
cm-2, Parametry te pozwolity na zasilenie diody lub czujnika temperaturowego (Rys. 4.5a).
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Rys. 4.5 a) Schemat budowy oraz zdjecie ogniwa zaimplantowanego w ciele szczura z podtgczonym do niego
termometrem 912, b) bioogniwo igtowe pokryte polimerem MPC z oddychajaca biokatodg, zaimplantowane w zyte
kroéliczego ucha oraz krzywe pradowo-napieciowe ogniwa 13.

Miyake zaproponowat ogniwo zaimplantowane w uchu kroélika (Rys. 4.6b), sktadajace
sie z iglowej anody pokrytej polimerem zapewniajagcym biokompatybilno$¢ oraz
oddychajacej biokatody zawierajgcej BOD 13. Jest to tak zwane czeSciowo zaimplantowane
ogniwo, gdyz katoda ma kontakt z otoczeniem i pobiera tlen z powietrza. Taka budowa
pozwala wyeliminowa¢ ograniczenie wynikajace z niskiego stezenia tlenu w ptynach
ustrojowych, a ktére limituje moc ogniwa. Podskdérna, Zylna implantacja, wyklucza
konieczno$¢ przeprowadzania zabiegdw chirurgicznych. OCV w tym przypadku wynosito
0,81V, a gestos¢ mocy 130 uW cm2 przy 0,56 V (Rys. 4.5b).

Bardzo ciekawym przyktadem zastosowania EBFC s3g soczewki kontaktowe, bedace
jednocze$nie czujnikiem glukozy i ogniwem go zasilajacym (Rys. 4.6) 1.

Cathode

AuWBOx AUTTF-TCNQ
Oxidant - O, Glucose sensor and electronics Fuel- Ascorbate

Rys. 4.6 Schemat bioczujnika glukozy potaczonego z zasilajacym go bioogniwem, zbudowanym z katody ztotej
pokrytej BOD oraz anody na ktérej zachodzi utlenianie askorbinianu pochodzacego z tez 14.

Jak wida¢, rozwdj i badania nad EBFC powoduja, ze by¢é moze w najblizszej
przysztosci beda stanowi¢ alternatywe w niszowych zastosowaniach dla baterii litowo-
jonowych. Dla BFC rozwazane sg dwie mozliwe drogi aplikacji, in vivo jako implantowalne
ogniwa do zasilania rozrusznika serca i czujnikéw, ale takze ex vivo zasilajgce przenosne
urzadzenia, jak bezprzewodowe sensory 515, Juz teraz potrafig zasili¢ mate urzadzenia, jak
rozrusznik serca, zaimplantowany biosensor czy sztuczny zwieracz cewki moczowe;j .

4.1 Hybrydowe bioogniwa cynkowo-tlenowe

Alternatywe dla bioogniwa glukozowo-tlenowego stanowi hybrydowe ogniwo
cynkowo-tlenowe (Hyb-Zn-0), taczace anode cynkowa z enzymatyczng biokatodg 6. W
przypadku ogniwa glukozowo-tlenowego czesto zachodzi reakcja uboczna utleniania glukozy
przez tlen rozpuszczony w elektrolicie, co prowadzi do lokalnego spadku stezenia zar6wno
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glukozy jak i tlenu, co z kolei powoduje spadek mocy urzadzenia. Rozwigzaniem problemu
jest uzycie anody cynkowej, pelnigcej jednoczesnie role paliwa i elektrody 7. Pomimo, Ze jej
wielko$¢ ograniczona jest rozmiarem ogniwa, uzyskiwana moc jest wieksza od mocy EBFC o
podobnych rozmiarach, ktérych czas pracy catkowicie zalezny jest od trwatosci enzymoéw.
Teoretyczne OCV ogniw hybrydowych, ze wzgledu na niski standardowy potencjat utleniania
cynku (E®zn/zn2+ = -0,76 V vs. NHE), wynosi ok. 1,5 V i jest znacznie wyzsze od uzyskiwanego
dla ogniwa w peli enzymatycznego. Jest to wazne ze wzgledu na trudnos¢ tgczenia tych
ogniw szeregowo w warunkach in vivo.

Heller w 2006 roku dazac do miniaturyzacji baterii cynkowo-tlenowych, planujac ich
implantacje, skupit sie przede wszystkim na zmianie elektrolitu i eliminacji oprawy ogniwa 16.
W celu ograniczenia korozji cynku, w klasycznych ogniwach jako elektrolit stosuje sie wodny
roztwdr KOH, ktéry wymaga uzycia szczelnego, stalowego pojemnika, co znacznie ogranicza
miniaturyzacje. Okazato sie jednak, ze korozja cynku w ptynach fizjologicznych lub buforze
fosforanowym jest minimalizowana przez tworzenie na jego powierzchni hopeitu
(Zn3(P04)2:4H20). Hopeit jest to naturalnie wystepujacy minerat (Rys. 4.7ab),
nieprzepuszczalny dla czasteczkowego tlenu (ogranicza tym samym proces korozji), ale tez
staby przewodnik jonowy, wiec uzycie go do ochrony korozyjnej wydawato sie niemozliwe 18.
Jednak grupa Hellera zaobserwowata, ze uwalniane jony Zn?* mogg by¢ wigzane sg i stracane
przez fosforany obecne w elektrolicie, z utworzeniem na anodzie warstwy hopeitu,
przepuszczalnej dla jonéw cynku. Wydajno$¢ procesu mozna zwiekszy¢ powlekajgc elektrode
Nafionem (Rys. 4.7¢).

[(CFzCFz)n CF, CF-
(OCF; C F-),,0CF,CF,S05H
CFs

Rys. 4.7 a) Zdjecie naturalnego hopeitu 19, b) struktura hopeitu 4, c) struktura Nafionu, gdzie zazwyczaj
m=1i5sn<82021,

Hopeit jest hydratowanym fosforanem cynku, o otwartej strukturze, z przecinajacymi
sie kanatami, nieco przypominajgcy zeolity. Jego krysztal tworza warstwy tetraedrycznego
ZnO,4 potlaczone grupami PO.(Rys. 4.7b). Pomiedzy dwiema takimi warstwami obecny jest
atom cynku (Zn1), w oktaedrycznie skoordynowanej jednostce Zn02(H20)s. Dwa atomy tlenu
uwspolnione sg z dwoma odseparowanymi tetraedrycznymi POs, a cztery molekuly wody
tworzg sie¢ wigzan wodorowych. Usytuowanie jonéw Zn2+ bogate jest w wakancje tego jonu,
niezbedne do dyfuzji kationu Zn2+ 16,

Heller wraz grupg w 2006 roku przedstawit pierwsze hybrydowe ogniwo cynkowo-
tlenowe oparte na anodzie cynkowej pokrytej Nafionem oraz katodzie zmodyfikowanej BOD,
pracujace w sztucznej surowicy krwi, w temperaturze 37 °C 416, W roku 2008 Smolander
zaproponowata podobne rozwigzanie stosujac sitodrukowane elektrody i lakaze 17. Byto to
jednak ogniwo dwukomorowe, ktérego OCV wynosito ok. 1,5 V, a maksymalna uzyskana
gesto$¢ mocy 10 pW cm-2przy pradzie 39 pA cm217. Prace te zapoczatkowaly rozwdj tego
rodzaju ogniw.
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W ogniwach Hyb-Zn-0;stosowane sg dwa enzymy wielomiedziowe: BOD lub lakaza.
W literaturze opisano ostatnio wiele tego typu ogniw, rézniacych sie gléwnie materiatem
katodowym: lakaza zaadsorbowana na polikrzemianowym filmie z CNP 22, ,oddychajaca”
ceramiczna elektroda z CNP i adsorbowanym BOD 23, arylowane SWCNT i BOD w Nafionie 24,
funkcjonalizowane sulfonianem pirenu SWCNT i BOD unieruchomionym w matrycy
polikrzemianowej 25, komercyjnie dostepna katoda zbudowana z wtékien weglowych i siatki
niklowej z lakaza w elektrolicie 2627, sfunkcjonalizowane GCE modyfikowane lakazag 28,
ceramiczne elektrody weglowe zmodyfikowane BOD 2930 lub lakazg 30, BOD adsorbowany na
nanoczgstkach tlenku cyny domieszkowany indem 31.

W ogniwie Hyb-Zn-0; o, jak do tej pory najlepszymi parametrach, jako katode
zastosowano weglowy papier powlekany Teflonem (ang. Toray paper) modyfikowany
matrycg polikrzemianowa ze sfunkcjonalizowanymi SWCNT oraz BOD (Rys. 4.8a) 32. W celu
zwiekszenia wydajnosci ogniwa papier weglowy miat bezposredni kontakt z tlenem z
powietrza (,katoda oddychajaca”). Role anody peinit drut cynkowy pokryty Nafionem.
Ogniwo charakteryzowato OCV = 1,75 V oraz maksymalna gesto$¢ mocy 5,25 mW cm-2 przy
0,4 V (Rys. 4.8b). Urzadzenie zdolne bylo do zasilenia dwéch diod LED lampki rowerowej
(Rys. 4.8b).

€/
ec,,_o/
e

H,0

P/mW cm?

b)
Rys. 4.8 a) Schemat ogniwa cynkowo-tlenowego z oddychajaca katodg modyfikowang BOD, b) wyj$ciowa moc
ogniwa wzgledem przytozonego pradu, bufor Mcllvain’a, pH = 4,8, w Srodowisku: argonu, powietrza i tlenu;
fotografia lampki rowerowej zasilanej przygotowanym ogniwem 32,

Ciekawy przyktad przeptywowego Hyb-Zn-O, (Rys. 4.9a), zasilajgcego czujnik
neuroprzekaZnika, katecholu, przedstawita grupa Bilewicz (Rys. 4.9b) 33. Katode w ogniwie
stanowit papier weglowy, Toray paper, pokryty MWCNT (kowalencyjnie zmodyfikowanymi
naftalenem) z zaadsorbowang na powierzchni lakaza. Cynkowy pierscien przykryty warstwa
hopeitu petnit role anody. OCV pojedyniczego ogniwa wynosito 1,6 V a jego gesto$¢ mocy ok.
1 mW cm-2 Uktad zasilajacy zlozony z trzech przeptywowych ogniw charakteryzowat sie
natomiast OCV = 5,1 V i gesto$cia mocy 3,1 mW cm-2 (Rys. 4.9c¢).

P/ mwW
u/v

e - - : . z 4 & & 10

. 4 5 2> 4 b) & - e e 1 c) 1/ mA

Rys. 4.9 a) Fotografia uktadu trzech przeptywowych ogniw Hy-Zn-02, b) fotografia systemu zasilajgcego czujnik
podtaczonego do mini-potencjostatu wykonanego w warunkach domowych, ) charakterystyka

pradowo-napieciowa uktadu tréjogniwowego, bufor Mcllvain’a pH = 5,3 33.
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Pomimo, Ze cynk jest nietoksycznym metalem, a jego jony s3 niezbednym
mikroelementem w organizmach zywych, roztwarzanie cynku w otwartych implantowanych
ogniwach moze stanowi¢ dla nich pewne niebezpieczenstwo. Mozna to rozwiaza¢, np. przez
powlekanie cynku hopeitem lub innymi polimerami wytapujacymi jego jony. Ze wzgledu na
duzo wyzsze OCV i pozyskiwang moc w poroéwnaniu do wszystkich catkowicie
enzymatycznych bioogniw, stosowanie i rozwoj ogniw Hyb-Zn-0;jest w petni uzasadniony.

4.2 Kwas askorbinowy jako alternatywne paliwo dla biogniw

Kwas askorbinowy (AA), popularna witamina C, moze by¢ alternatywnym
eko- i bioprzyjaznym paliwem zasilajgcym ogniwa. Latwo ulega utlenieniu, uwalniajgc przy
tym dwa elektrony, zgodnie z reakcja (Réwn. 4.4), dlatego stosowany jest jako reduktor w
wielu reakcjach chemicznych 3435,

o \‘ -
OH +2e
C‘HOH
CH,OH

(4.4) 36

Proces elektroutleniania AA badano na réznych podtozach metalicznych,
polimerowych, na GC oraz na najbardziej obiecujacym, weglu aktywnym czy CB 3437. Kwas
askorbinowy stosowany jest przede wszystkim jako alternatywa dla metanolu w
tradycyjnych ogniwach paliwowych (ang. direct ascorbic acid fuel cell, DAAFC), ze wzgledu na
nietoksyczno$¢ oraz mozliwo$¢ uzycia weglowych katalizatoréw. Poza tym AA moze by¢
pozyskiwany z biomasy w procesie fermentacji lub chemicznej przemiany D-glukozy 37.

W przypadku ogniwa glukozowo-tlenowego, AA naturalnie wystepujacy w ptynach
fizjologicznych moze dezaktywowaé enzymy i stanowi¢ duzy problem, dlatego zastosowano,
np. oksydaze askorbinianowa, aby utleni¢ i catkowicie wyeliminowa¢ AA 38. Tym bardziej
uzycie AA jako paliwa w hybrydowym EBFC moze powodowa¢ denaturacje enzymu
zaimmobilizowanego na katodzie, dlatego tez w celu ochrony Mao zastosowat immobilizacje
lakazy w cieczy jonowej na SWCNT 39, a w innym ogniwie do unieruchomienia enzymu uzyto
matrycy polikrzemianowej 0.

Anode hybrydowego ogniwa EBFC, na ktérej nieenzymatycznie utleniany jest AA,
moze stanowi¢ elektroda weglowa przygotowana metodg LbL w oparciu o CNP i czastki
polikrzemianowe albo elektroda pokryta pionowo ustawionymi CNT (ang. vertically aligned
carbon nanotubes, VACNT) 40. Natomiast katode moze stanowi¢ elektroda wykonana z
SWCNT zmodyfikowana BOD, na ktdrej zachodzi enzymatyczna redukcja tlenu. Rys. 4.10
pokazuje woltamperogramy zarejestrowane odpowiednio na anodzie i katodzie oraz OCV
tego ogniwa, ktoére wynosi 0,55 V i jest zblizone do wartosci zmierzonej dla ogniwa (Rys.
4.11). Dla réznych stezen AA, nie obserwowano znaczacych zmian potencjatu poczatkowego
redukcji tlenu. Ze wzgledu na to, Ze prad redukcji tlenu jest prawie o rzad wielkoSci wiekszy
od pradu utleniania AA, moc ogniwa limitowana jest procesem anodowym i ze wzrostem
stezenia AA, generowany przez ogniwo prad jest wyzszy 49.
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Rys. 4.10 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowanie na katodzie SWCNT-BOD oraz na anodzie VACNT,
przerywane linie wskazuja potencjat poczatkowy odpowiednio: utleniania AA i redukc;ji tlenu, nasycony tlenem

roztw6r 1 mM AA w buforze Mcllvaine’a pH = 4,8, v=1 mV s'1 49,

Z krzywych polaryzacji oraz zalezno$ci pragdowo-napieciowych ogniwa, zarejestrowanych dla
réznych stezen AA (Rys. 4.11a,b) wynika, Ze maksymalna moc ogniwa zalezy od uzytego
stezenia AA.
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Rys. 4.11 Krzywa a) polaryzacji, b) pradowo- napieciowa ogniwa ztozonego z katody SWCNT-BOD i anody VACNT
dla réznych stezen AA: 1 (niebieski), 2 (zielony), 4 (granatowy), 6 (fioletowy) mM, bufor Mcllvaine’a, pH = 4,8 40.

Zaproponowane ogniwo moze petnié¢ rowniez funkcje samonapedzajacego sie czujnika AA 0.
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5. Czujniki chemiczne

Czujnik chemiczny to urzadzenie przetwarzajace informacje chemiczng, pochodzaca z
reakcji chemicznej lub fizykochemicznej wtasciwosci badanego obiektu, na sygnat uzyteczny
analitycznie 12. Umozliwia detekcje pojedynczego sktadnika, a takze szczegétowa analize
sktadu catej probki. Zbudowany jest z dwdch podstawowych elementéw: receptora oraz
fizyko-chemicznego przetwornika (Rys. 5.1). Zadaniem receptora jest przetworzenie
informacji chemicznej w forme energii, ktéra moze by¢ zmierzona przez przetwornik.
Receptor zapewnia selektywno$¢ czujnika i eliminuje fatszywie dodatnie wyniki. Przetwornik
natomiast dokonuje konwersji mierzonego parametru na okreslony sygnat 12.

Transducer

l Receptor

Sample

Rys. 5.1 Schemat czujnika chemicznego 1.

Zgodnie z definicjg IUPAC, w przypadku gdy warstwa receptorowa zawiera biologiczne
molekuly, takie jak enzymy, antyciata, DNA, mikroorganizmy itp., urzadzenie nazywane jest
biosensorem lub bioczujnikiem. W zaleznoSci od stosowanego przetwornika, bioczujniki
dzieli sie na: elektrochemiczne, optyczne, piezoelektryczne, kalorymetryczne i inne 1. Wéréd
sensorow elektrochemicznych wyrdznia sie czujniki potencjometryczne, amperometryczne
oraz konduktometryczne. Jak wspomniano, bioczujniki zawierajg biologiczng czes¢
receptorowa, ale czesto zdarza sie, ze autorzy prac rozszerzaja te definicje do analitu
biologicznego, co odbiega od $cistej definicji 13. W przeciwienstwie do biosensoréw, w
czujnikach chemicznych wystepuje niebiologiczny receptor, najczeSciej odpowiednia
modyfikacja powierzchnia elektrody, ktérej zadaniem jest zwiekszenie selektywnosci i
czutosci oznaczenia 3.

Historie czujnikéw potencjometrycznych, wykorzystujacych zalezno$¢ potencjatu
elektrody od steZenia oznaczanej substancji, rozpoczeto przypadkowe odkrycie z poczatku
XX wieku. Jeden z rodzajow szkta wykazal wrazliwo$¢ na zmiane pH, co umozliwito
skonstruowanie czujnika do oznaczania jonéw wodorowych. Kolejnym przetomem byto
opracowanie w 1966 roku elektrod jonoselektywnych czutych na rézne jony, ktére dzi$ sa
komercyjnie dostepne 24,

W czujnikach amperometrycznych wykorzystuje sie zalezno$¢ mierzonego pradu od
stezenia oznaczanej substancji. Uzywane s3a one do detekcji zaréwno gazow, jak i cieczy. Ich
aktywnos¢ silnie zalezy od uzytego materiatu elektrody pracujacej 5. Jedna z popularniejszych
elektrod byta wynaleziona w 1922 roku przez Heyrovsky’ego, kroplowa, kapiaca elektroda
rteciowa 5. Cieszyla sie zainteresowaniem gtéwnie w analizie inwersyjnej (ang. stripping) ze
wzgledu na szerokie, katodowe okno potencjatu i odnawialng powierzchnie. Inng jej odmiang
jest wiszaca elektroda rteciowa, skonstruowana przez Kemule i Kublika ¢. Jednak toksyczno$¢
rteci i waski dostepny zakres potencjaléw spowodowaly jej wyparcie przez elektrody state
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np. weglowe (np. GC), metaliczne (np. ztoto, srebro, platyna) oraz elektrody modyfikowane
chemicznie 57. Przyktadem czujnikéw amperometrycznych mogg by¢ sensory oparte na
tlenowej elektrodzie Clarka wynalezionej 1956 roku 8 W 1962 roku, skonstruowano
pierwszy tego rodzaju bioczujnik uzyty do oznaczania glukozy. Amperometryczny sygnat
pochodzit od tlenu konsumowanego w trakcie enzymatycznego utleniania glukozy i byt
proporcjonalny do jej stezenia 5. Zainicjowato to nowy kierunek badan nad sensorami z
materiatem biologicznym w warstwie chemoczutej 2. W bioczujnikach oznaczany analit moze
by¢ substratem dla enzymu (np. glukoza dla GOD) albo moze peini¢ role inhibitora,
zmniejszajac jego aktywnos¢ (np. pestycyd dla AChE) 4.

Czujnik chemiczny charakteryzuje sie réznymi parametrami uzytkowymi jak
doktadnos$¢, powtarzalno$¢ oraz szeregiem parametréw analitycznych. Naleza do nich
granica wykrywalnosci (ang. detection limit, LOD, najmniejsze mozliwe do wykrycia stezenie
analitu zazwyczaj okresSlane jako trzykrotno$¢ warto$ci szumu urzadzenia), czuto$¢
(nachylenie krzywej kalibracyjnej), zakres dynamiczny (zakres stezen dla ktérych czutos¢
jest wieksza od zera), selektywno$¢ (zdolno$¢ do oznaczenia sygnatu analitu w obecnosci
innych substancji), czas odpowiedzi oraz czas zycia sensora. Ocenie poddawana jest réwniez
trwato$¢ mechaniczna i odporno$¢ chemiczna czujnika 27.

5.1 Amperometryczny czujnik dopaminy

Dopamina (DA) (Rys. 5.2) jest hormonem i neuroprzekaznikiem z grupy
katecholamin. Produkowana w reakcji dekarboksylacji aminokwasu, lewodopy, w
nadnerczach oraz w kilku obszarach mézgu jest niezwykle istotna dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu ludzkiego 3°. Ponadto stanowi prekursor syntezy adrenaliny i
noradrenaliny. Jako silny neuromodulator wptywa na procesy myslowe, zdolno$¢ uczenia sie,
przetwarzania sygnatéw bolowych, a takze na ogdlne samopoczucie. Potocznie nazywana jest
nawet hormonem szcze$cia. Zaburzeniu produkcji dopaminy przypisuje sie wiele réznych
schorzen jak schizofrenia, choroba Parkinsona, ADHD, anoreksja, zespdt niespokojnych ndg,
depresja, uzaleznienia czy psychoza. Dopamina jest wiec waznym zwigzkiem chemicznym, a
jej wszystkie funkcje i zwigzane z nig choroby nie zostaty jeszcze poznane. Co ciekawe,
odkryto, ze medytacje i joga pomagaja stymulowa¢ produkcje DA i utrzymywaé ja na
wlasciwym poziomie 10. Obecnie duze grono naukowcoéw pracuje nad poszerzeniem wiedzy o
dopaminie oraz o innych neuroprzekaznikach.

Szerokie spektrum choréb powodowanych przez zaburzenia stezenia DA wigze sie z
konieczno$cig stworzenia tatwej i taniej metody jej detekcji, dostepnej w kazdym gabinecie
lekarskim. Usprawnitoby to diagnostyke chorych, ktéra dzi$ pozostawia wiele do Zyczenia,
gltéwnie ze wzgledu na wysokie koszty stosowanych obecnie metod oznaczania, np.

HO
H;DA"

Rys. 5.2 Struktura protonowanej formy dopaminy 1.

pozytonowej tomografii emisyjnej.

Oznaczanie neuroprzekaznikéw, w tym dopaminy, zazwyczaj wymaga zastosowania
kilku réznych technik. Sg to: metody separacji i przygotowania probki, np. mikrodializa,
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uzycie membran jonowymiennych; metody analityczne, np. testy enzymatyczne,
chromatografia cieczowa, spektrometria mas, elektroforeza kapilarna; oraz metody detekcji:
optyczne badz elektrochemiczne 312, W celu usprawnienia i zmniejszenia kosztoéw analizy,
poszukiwane sg bardziej bezposrednie rozwigzania umozliwiajgce detekcje DA na poziomie
nanomolowym 313, Pomocne okazaly sie doktadne, proste i szybkie techniki
elektrochemiczne. W ostatnim czasie duzy nacisk ktadzie sie na rozwoj takich sensoréw, ich
miniaturyzacje, poprawe czutosci i selektywnosci.

Detekcja elektrochemiczna DA, mimo wielu zalet, posiada takze pewne ograniczenia.
Duzy problem stanowi wysoki nadpotencjat bezposredniego utleniania DA na tradycyjnych
elektrodach oraz zdolno$¢ do spontanicznego tworzenia polimeru blokujacego powierzchnie
elektrody 14. Kolejne wyzwanie stanowi obecno$¢ w plynach ustrojowych wielu innych
substancji elektroaktywnych w wysokim stezeniu. S3 to przede wszystkim: kwas
askorbinowy (0,1-0,6 mM) 13 i kwas moczowy (UA) (0,24-4,40 mM) 15. Zwiazki te utrudniajg
analize DA, ze wzgledu na jej niskie stezenie (0,01-1 uM) 16 i zbliZzone standardowe potencjaty
utleniania. Co wiecej produkt utleniania DA moze reagowac z AA prowadzac do regeneracji
dopaminy, co takze zakldéca pomiar 7. Poza AA i UA, detekcje DA utrudniaja inne substancje
wystepujace w plynach ustrojowych czlowieka. S3 to, dostepne bez recepty, leki
przeciwbdlowe, jak np. acetaminofen (AC), czesto naduzywane przez spoteczenstwo,

Rozwiagzanie powyzszych trudno$ci upatruje sie miedzy innymi w modyfikacji
powierzchni elektrody, ktéra spowoduje wzrost jej wtasciwosci katalitycznych, czyli w tym
przypadku przesuniecie i rozseparowanie potencjaléw utleniania-redukcji komponentow
mieszaniny. W konsekwencji umozliwi to detekcje kazdego z nich. Do tej pory zastosowano
rézne modyfikacje chemiczne 18, nanomateriatami weglowymi 1920 lub metalicznymi 2.
Przeprowadza sie takze modyfikacje nadajgce powierzchni czujnika ujemny tadunek,
umozliwiajgcy selektywne oznaczenie DA wykorzystujac odpychania elektrostatyczne 22. W
roztworze o pH fizjologicznym dopamina wystepuje w formie kationu H3DA* (Rys. 5.2, 5.3) w
przeciwienstwie do substancji wspétistniejacych, u ktéorych dominuje forma ujemna,
AA (pKa = 4,15), UA (pKa = 3,89). Wyeliminowanie sygnatéw pochodzacych od AA mozna
takze osiggna¢ stosujac powlekanie czujnika Nafionem lub elektrochemiczng obroébke
wstepna polegajaca na dodatniej polaryzacji elektrody (preelektroliza) 2324,

HOA* | HDA ~ HDA" = DA*

I | |
9.05 10.58 12.07 pH

Rys. 5.3 Dominujgca forma DA w zalezno$ci od pH $§rodowiska 11.

Chcac wyeliminowaé niektére z przeszkéd towarzyszacych detekcji DA, rozwinieto
nowe techniki elektrochemiczne, jak woltamperometria cykliczna szybkiej zmiany potencjatu
(ang. fast scan cyclic voltammetry, FSCV, powyzej 100 V s1) lub potgczenie amperometrii z
konduktometrig 13. Opracowano takze inny sposob detekcji DA, oparty na uzyciu enzymu,
tyrozynazy, katalizujacej utlenianie difenoli do chinonéw, ktde nastepnie redukowane sg przy
ujemnym potencjale. W tego typu biosensorach pojawil sie problem trwatosci i
powtarzalno$ci, ktory rozwigzuje sie zastepujac warstwe bioreceptora jego syntetycznym
odpowiednikiem, np. materiatem polimerowym, zdolnym do wdrukowania w niego molekuty
DA 325,

Wiekszo$¢ czujnikéw elektrochemicznych DA wykorzystuje zdolnos¢ do jej tatwego
elektroutlenienia, ale istniejg takze czujniki nieutleniajace DA, w ktérych detekcja zachodzi w
sposob posredni 13, np. gdy utlenieniu ulega produkt reakcji DA z kwasem
fenyloboronowym 26,
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Mechanizm reakcji utleniania dopaminy budzi wiele kontrowersji i wcigz nie ustalono
spdjnej koncepcji. Wiele prac dotyczacych elektrochemicznego utleniania DA przedstawia
mechanizm reakcji zgodnie z Rown. 5.3 27, w ktéorym w wyniku wymiany dwéch elektronow i
dwéch protonéw powstaje o-dopaminochinon (DAQ) 28. Jednak kilka innych publikacji
sugeruje, ze proces ten zachodzi w dwéch jednoelektronowych etapach (Réwn. 5.1, 5.2)
z utworzeniem posredniego semidopaminochinonu 27.

H i

NE
p o e+ H*

Hoy —
IT
LS

H dopamine [DA) H H semidopaminochinon (5'1) 27

(5.2) 27

+ 2 + 2H

dopamine (DA)
H dopaminochinon (DAQ) (5 3) 27

Inni autorzy sugeruja mechanizm typu EC, taczacy proces elektrochemiczny (E)
(Réwn. 5.3) z reakcjg chemiczng (C) (Réwn. 5.4) poniewaz chinony, jako zwiagzki dosé
reaktywne, mogg ulec atakowi nukleofilowemu 27. DAQ zawiera w piers§cieniu zaréwno
deficyt elektronéw jak i zdolng do oddania elektron6w grupe aminowa. Dlatego tez, mozliwe
jest podstawienie 1,4 Michaela, prowadzace do wewnatrzczasteczkowej cyklizacji z
utworzeniem leukodopaminochromu (LDAC) (Réwn. 5.4) 28, Jezeli grupa aminowa DAQ jest
protonowana, moze nastapi¢ deprotonowanie i powstanie aminochromu (Réwn. 5.5) 27.

(5.4) 27

= H

H
aminochrom

(5.5) 27

Zhang i Dryhurst zaproponowali mechanizm ECC ztoZony z trzech reakcji (w pH = 7)
(Roéwn. 5.3), (Réwn. 5.5) i (Réwn. 5.6) 27. W pierwszym etapie dopamina utleniana jest do
DAQ (Réwn. 5.3), ktéry nastepnie ulega deprotonowania do aminochromu (Réwn. 5.5) i
szybkiej cyklizacji do 5,6-dihydroksyindolinu (Réwn. 5.6).
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H H H
aminochrom 5,6-dihydroksyindol (5 6) 27

Kolejny rozpatrywany mechanizm, ECE, sktada sie z reakcji elektrochemicznej (Rown.
5.3), chemicznej (Réwn. 5.4) oraz znoéw elektrochemicznej (Réwn. 5.7), w ktérej z LDAC
powstaje dopaminochrom (DAC) 2427.28,

LDAC dopaminochrom (DAC) (57) 27

Lee przedstawit rozwiniecie mechanizmu ECE do ECECEE (dla pH > 3,86), w ktérym zachodzi
dalsza izomeryzacja DAC (Réwn. 5.8) i utlenianie prowadzace do tworzenia 5,6-
indolochinonu oraz w kolejnej elektrochemicznej reakcji, wzrostu polimeru, poli(5,6-
indolochinonu) (Réwn. 5.9). W wyniku czego na powierzchni elektrody tworzy sie ciemny
polimerowy film podobny do melaniny 27.29,

H

H’O
izomeryzacja \
H > H
—
N
\
H H H
DAC 5,6-dihydroskyindol (58) 27
H H
Q. o]
W
H 5 \ H e 4+ 2H+ utlenianie
J A — — > poli(5,6indolochinon)
N I
H
H H H H
5,6-dihydroksyindol 5,6-indolochinon (5 9) 27

Gtéwnym czynnikiem decydujgcym o mechanizmie utleniania DA jest pH $rodowiska.
Na proces moga wpltywac takze rézne dodatki badz modyfikacje powierzchni, zmieniajgce
szybko$¢ czy charakter poszczegdlnych reakcji, np. substancje powierzchniowo czynne, jak
dodecylosiarczan sodu 27. Adsorpcja i polimeryzacja dopaminy na powierzchni elektrody
prowadzi do jej zablokowania i spadku sygnalu analitycznego, co jest ogromnym
utrudnieniem w detekcji DA. Modyfikacja podtoza inhibitujaca polimeryzacje oraz dobor
parametréw eksperymentu, jak pH czy elektrolit podstawowy o wysokim stezeniu pozwala
zredukowac¢ to zjawisko 222329, Ponadto polimer dopaminy wykazuje selektywno$¢ w
stosunku do kationéw i wykorzystywany jest rowniez do detekcji DA 28.

Pierwszy etap tworzenia polimeru dopaminy zwigzany jest z wewnetrzng cyklizacja
dopaminochinonu do leukodopaminochromu, wiec zahamowanie tego procesu
uniemozliwiatoby tworzenie polimeru 2°. Na woltamperogramie (Rys. 5.4a) zarejestrowanym
na elektrodzie ztotej zanurzonej w roztworze dopaminy, wystepuje para pikéw Pai/Pc,
odpowiadajgca reakcji utleniania-redukcji DA/DAQ (Rown. 5.3), oraz sygnal Pa/Pc;
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odpowiadajacy reakcji LDAC/DAC (Réwn. 5.7). Z kazdym kolejnym cyklem autorzy
obserwowali spadek mierzonego pradu, oznaczajgcy utrate katalitycznych wtasciwosci
elektrody na skutek tworzenia polimerowego filmu (przez dalsze reakcje LDAC typu CEE,
niewidoczne ze wzgledu na naktadanie sie sygnatéw), stanowigcego bariere dla przeniesienia
elektronu. Zmiana pH elektrolitu powoduje wyrazng zmiane ksztaltu krzywej
woltamperometrycznej (Rys. 5.4b). Ponizej pH = 4, przy wzglednie duzym stezeniu protonow,
hamowana jest cyklizacja DAQ i piki Paz/Pc;zanikajg. Badania prowadzone na mikrowadze
kwarcowej, potwierdzity, ze w takim $rodowisku nie tworzy sie polimer dopaminy. Podobne
zachowanie obserwowano dla niskich stezen DA, gdzie mata ilo§¢ monomeru uniemozliwita
tworzenie filmu. Ponadto wazng role odgrywa rodzaj i stezenie elektrolitu podstawowego,
ktéry moze wptywaé na wiasciwosci nukleofilowe atomu azotu DAQ, a konsekwencji na
zjawisko cyKklizacji tej molekuty 2.

pH=1.91 pH=3.86
1.2e-4f
8.0e-5- f —
< 40es) a2 = pH=5.04 pH=7.02
0.0e+0| = - :
-4.0e-5- i p;i% 0.2 mA
‘ . I : : I ljﬁ 1 1 1 L Il 1
64 -2 002 46 6-300.3 6 -6-300.3 6

Rys. 5.4 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie ztotej w 2 mM DA (przedstawiajgce
utlenianie DA wg mechanizmu ECECEE) a) w 0,1 M bufor fosforanowy pH = 7,4, kolejne cykle 1-20,

b) w buforze Britton-Robinson pH = 1,91-11,08, v = 20 mV s-129,

Amperometryczng detekcje dopaminy badano na wielu réznych podiozach 3. W 2002
roku po raz pierwszy do tego celu zastosowano elektrode LbL zawierajacg polimerowy
1acznik oraz nanomuszle TiO; 30. W kolejnych latach, w oparciu o te sama koncepcje, uzyto:
nanoczastki 3! i nanorurki 32 TiO,, nanoczastki ztota 33-35, srebra 36, nanorurki wegla 37-39,
grafen 4041 i nanoczastki tlenku ceru 42. Do oznaczania DA postuzyly réwniez elektrody LbL
utworzone bez uzycia polimerowego 1acznika, wylgcznie z réznoimiennie natadowanych
obiektéw, np. nanoczastek wegla 43 albo nanoczastek Ni(OH), 44 lub AuNP 45 z arkuszami
zredukowanego tlenku grafenu.

W 2007 roku po raz pierwszy do detekcji DA wykorzystano CNP <46, Elektrode typu
LbL utworzono na ITO, a jako tacznik postuzyt kationowy polimer PDDA. Dopamine
oznaczano w obecno$ci AA (LOD = 0,05 uM). W 2014 roku skonstruowano czujnik LbL w
oparciu o réznoimiennie natadowane CNP (CNP(+)-CNP(-)) 43. Wykorzystujgc oddziatywania
elektrostatyczne mozliwe byto osadzenie wielu aktywnych warstw, ktére pozwolity na czulg
detekcje DA (LOD = 0,4 uM) w obecnosci takich substancji przeszkadzajacych jak: AA i UA
(Rys. 5.6). Modyfikacja nanoczastkami wegla umozliwita separacje sygnatéw pochodzacych
od utleniania kazdego z tych zwigzkoéw, ktora nie byta widoczna na niezmodyfikowanym ITO
(Rys. 5.5a).
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Rys. 5.5 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na a) niemodyfikowanym ITO (a) oraz ITO pokrytym
kolejno 1, 3, 5, 10 podwdéjnymi warstwami CNP(+)-CNP(-) w 2 mM AA, 2 mM DA, 1 mM UA w 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 5, b) elektroda pokryta trzema warstwami CNP(+)-CNP(-) w 2 mM AA, 2 mM DA, 1 mM UA
w 0,1 M buforze fosforanowym pH= (a)5 - 8 (d), v=20 mV s-143,

Obie reakcje elektroutleniania AA (Réwn. 4.4) i UA (Réwn. 5.10) przebiegaja w takich
warunkach w sposéb nieodwracalny (Rys. 5.6). Autorzy pokazali wptyw pH elektrolitu na
potencjat poszczegoélnych reakcji (Rys. 5.5b). Separacje sygnatéw obserwowano takze dla
mieszaniny dopaminy, serotoniny i epinefryny 43.

0
H H
Tl N\/:O +2HO 28 NH?IN>:O +CO
2‘\ N 2 2H" 2’\ N 2
07 >N N o” >N N
H H

(5.10) 47

Podobny efekt dla mieszaniny AA, DA i AC, uzyskano unieruchamiajgc CNP w matrycy
polikrzemianowej w mikrokanale przeptywowym, konstruujac czujnik zdolny do pomiaru
stezenia DA w przeptywie 48. W innym przypadku, kowalencyjna modyfikacja CNP cysteing
umozliwita wstepne zatezenie DA i jej oznaczenia na niskim poziomie (LOD = 3,9 nM) 1.
Porownanie LOD dla poszczegdlnych czujnikdbw sprawia trudno$¢, gdyz pomiary
wykonywane s3 w réznych warunkach, a dodatek substancji interferujacych znacznie
podnosi granice wykrywalno$ci 4.

Do oznaczania DA zastosowano rdéwniez elektrode CPE zmodyfikowana
mezoporowatymi czastkami polikrzemianowymi, uzyskujac LOD = 0,1 pM 50 Wptyw
modyfikacji na wtasciwosci katalityczne elektrody jest dobrze widoczny na zarejestrowanym
woltamperogramie (Rys. 5.6) 50. Obecnos$¢ czastek polikrzemianowych zmienia powierzchnie
elektrody i umozliwia rozseparowanie sygnatéw pochodzacych od mieszaniny zwigzkdéw i
oznaczenie DA. Ponadto zastosowanie odpowiedniej techniki elektrochemicznej pozwala na
zwiekszenie czutosci i obnizenie granicy wykrywalnos$ci substancji. Sg to taki metody jak
chronoamperometria, woltamperometria fali prostokatnej (ang. square wave voltammetry,
SWV) lub jak w opisywanym przypadku, woltamperometria réznicowa pulsowa (ang.
differential pulse voltammetry, DPV).

60

http://rcin.org.pl



20

b

UA
DA
AA
5 J\
a

0 " " " " " " )
02 01 00 04 02 03 04 05
Potential / V

Current / pA
3

Rys. 5.6 Krzywe roznicowej woltamperometrii pulsowej zarejestrowane na CPE a) niemodyfikowanej,
b) modyfikowanej nanoczastkami polikrzemianowymi, w 0,25 mM AA, 2,5 mM DA and 10 mM UA w 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 7, amplituda pulsu: 50 mV, szeroko$¢ pulsu: 40 ms, czas akumulacji 2 min, (E vs. SCE),
v=40mVs150,

Projektujac czujnik dopaminy, nalezy wzia¢ pod uwage szereg niekorzystnych
czynnikow, ktére moga wptywacé na uzyskiwane wyniki. Na podstawie opisanych przyktadéw
wida¢, ze dzisiejsze nowatorskie rozwigzania i techniki pozwalaja rozwigzaé¢ niektére
problemy i oznacza¢ DA nawet na bardzo niskim poziomie. Jest to niezwykle wazne z punktu
widzenia taniej diagnostyki dostepnej dla kazdego pacjenta oraz dalszego rozwoju wiedzy o
neuroprzekaznikach.

5.2 Inhibitorowy bioczujnik pestycydow fosforoorganicznych

Zgodnie z definicjg podang w 2008 w akcie federalnym o $rodkach owado-, grzybo- i
gryzoniobodjczych (ang. Federal Insecticide, Fungicide, and Rodenticide Act), pestycydy sa
substancjami lub mieszaninami substancji, przeznaczonymi do ochrony, odstraszania,
zwalczania rdéznych szkodnikéow jak zwierzeta, np. insekty, gryzonie (insektycydy);
niechcianych roslin (herbicydy), grzybéw (fungicydy) i mikroorganizmdéw: bakterii, wiruséw,
prionéw (bakteriocydy) 5L.

Pestycydy fosforoorganiczne (ang. organophosphate pesticide, OP), nalezg do grupy
insektycydow. Ze wzgledu na wysoka toksyczno$¢, szybka biodegradacje, niska
bioakumulacje oraz szerokie spektrum dziatania sg powszechnie stosowane w rolnictwie,
sadownictwie i w hodowlach zwierzat 5. Pierwszy OP zsyntezowano w XIX wieku. Jednak do
walki ze szkodnikami, zaczeto je wykorzystywaé dopiero po 1930 roku gdy odkryto ich
toksyczny wptyw na enzym, AChE. Wtedy to niemiecki chemik, Gerhard Schrader opracowat
pierwszy komercyjny OP, zawierajacy tetraetylopirofosforan (TEPP) oraz nieco pdzniej
dobrze dzi$ znany paration 52. TEPP stosowany byl m.in. na Jamajce do zwalczania much. Jego
toksycznos¢ okazata sie jednak tak wysoka, ze prdécz owadow, zabijat takze krowy, ktére miat
chroni¢ 53. Schrader zapoczatkowat nowg ere w rolnictwie, ale stosowanie OP narazito ludzi
oraz zwierzeta na ich niezwykle toksyczne, posrednie i bezposrednie oddziatywanie
zwigzane z inhibicjg AChE i innych enzyméw (Rys. 5.7). Przyktadem mogg by¢ takze choroby i
giniecie pozytecznych pszczo6t, co w ostatnim czasie stanowi ogromny problem 54 Z tego
powodu obecnie sugeruje sie zastepowanie OP, mniej niebezpiecznymi, biopestycydami.
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Rys. 5.7 Schemat przedstawiajacy rézne drogi narazenia na dziatanie OP ludzi i zwierzat 55.
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Typowy OP (Rys. 5.8) w centralnej czeSci czasteczki zawiera ugrupowanie
fosforanowe (P=0) albo tiofosforanowe (P=S). Symbolem X oznaczono grupe odchodzaca
podczas procesu fosforylacji AChE, ktéra zastepowana jest (przez podstawienie
nukleofilowe) atomem tlenu seryny z centrum aktywnego enzymu. Szybko$¢ inhibicji zalezy
od rodzaju grupy odchodzacej, im wieksza tendencja do odejscia, tym wiekszy efekt inhibicji
AChE 55. W najbardziej toksycznych OP, grupa odchodzacg jest fluor, natomiast te mniej
chorobotwdrcze zawierajg grupy arylowe lub alkilowe.

Rys. 5.8 Struktura OP: Rj, Rz - alkoksylowe grupy poboczne, X - grupa odchodzaca 52.

Toksyczno$¢ OP wynika z inhibicji AChE, przez tworzenie silnego wigzania
kowalencyjnego pomiedzy OP a centrum aktywnym enzymu. Spontaniczna hydroliza tak
zwigzanego OP i uwolnienie centrum aktywnego jest procesem niezwykle powolnym lub
nawet nieodwracalnym. Powoduje to dlugotrwaty efekt toksyczny, ktéry polega na
gromadzeniu w organizmie neuroprzekaznika, acetylocholiny, zakt6cajagcego prace miesni. W
konsekwencji prowadzac do probleméw z oddychaniem, pracg serca, ostatecznie nawet do
$mierci 6.

Mechanizm inhibicji AChE wyglada nastepujaco (Rys. 5.9). Czasteczka OP zbliza sie
do grupy hydroksylowej seryny w centrum aktywnym enzymu (Rys. 5.9a). CzeSciowo
dodatnio natadowany obszar OP przyciggany jest do czeSciowo ujemnie natadowanej seryny
(Rys. 5.9b). Przytaczenie OP do AChE blokuje potaczenie enzymu z ACh. Na tym etapie moga
nastgpi¢ trzy procesy: spontaniczna hydroliza do wyj$ciowego stanu AChE (niezwykle
powolny proces w przypadku OP), regeneracja do stanu poczatkowego AChE z udzialem
oksymdw (proces szybki) lub ,starzenie” czyli oddysocjowanie grupy alkilowej od fosforanu i
umocnieniu wigzania miedzy enzymem i pestycydem (P-0). Po tym ostatnim procesie
regeneracja AChE nie jest mozliwa (Rys. 5.9¢,d) 5557-59,
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Rys. 5.9 Mechanizm inhibicji AChE przez OP: a) OP w poblizu centrum aktywnego AChE, b) stan przej$ciowy,
pokazano ktére wigzania ulegaja rozerwaniu, c) zablokowana AChE, d) proces ,starzenia” OP 59.

Jak wspomniano wyzej, istnieje mozliwo$¢ reaktywacji enzymu przez dziatanie
silnym nukleofilem, np. z grupy oksymoéw. Zwiazki te majg wilasciwosci strukturalne
umozliwiajgce reaktywacje AChE, ktéra polega na usunieciu czasteczki inhibitora z miejsca
aktywnego enzymu. Przykladem takiego reaktywatora jest pralidoksyna (2-
[(hydroksyimino)metylo]-1-metylopiryd-1-yna, 2-PAM) (Rys. 5.10). Substancja ta jest
inhibitorem AChE, ale w odréznieniu od pestycydéw, dezaktywuje enzym odwracalnie.
Dodatnio natadowany atom azotu z czasteczki 2-PAM przyciggany jest do anionowego
miejsca centrum aktywnego AChE. Nastepnie zachodzi reakcja pomiedzy 2-PAM a
pestycydem przytagczonym do ES centrum aktywnego, oddysocjowanie produktu i uwolnienie
centrum aktywnego enzymu (Rys. 5.10). Efekt reaktywacji przez 2-PAM thumaczony jest m.in.
efektem alfa, czyli wzrostem nukleofilowo$ci molekuty spowodowany obecnoscig
sasiedniego atomu z wolng para elektronowag 59.60.
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-
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Y H | Y H
CH; 9 &, .%o & 2
SN L (RN
R,0-P-R, SNCT SN-Q R N ‘N'°-P\'R2
1 H,C™ = H : Rymgsnmn H,C H R,
) o N ol ) o
397 394 NG
%O/‘—'\e Selrine % Selrine %ﬂé Selrine
"Esteric Site" "Esteric Site" "Esteric Site”
Acetylcholinesterase Acetylcholinesterase Acetylcholinesterase

Rys. 5.10 Mechanizm reaktywacji zablokowanego przez PO enzymu AChE z zastosowanie pralidoksyny (2-PAM)
59,

Majac na uwadze przedostawanie OP do gleby, wod gruntowych i powierzchniowych,
a przez to wysokie ryzyko zatrucia, chronicznego oddziatywania OP na ludzi i nieodwracalne
tego skutki, Unia Europejska wprowadzita zakaz stosowania stezonych pestycydow i
niektérych ich rodzajow. Najwyzszy dopuszczalny, catkowity poziom OP w zywnos$ci wynosi
0,01 mg kg! (Rozporzadzenie (WE) nr 396/2005), catkowite stezenie OP w wodzie pitnej 0,5
ug 11, oraz kazdego z osobna OP 0,1 pg 11 (EU Drinking Water Directive 98/83/EC) 6162,
Ustalone limity narzucajg konieczno$¢ kontroli zawartosci PO w produktach spozywczych, co
wymaga opracowania odpowiednich do tego narzedzi.
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Popularne metody analityczne stosowane do detekcji OP to przede wszystkim:
elektroforeza  kapilarna, kolorymetria, chromatografia gazowa, cieczowa oraz
cienkowarstwowa, sprzezone ze spektrometrig mas 5662, Mimo, ze sg bardzo czute, majg
ograniczenia. S3 czasochtonne, procedura przygotowania prdébek jest skomplikowana.
Ponadto wymagajg drogich urzadzen oraz zatrudnienia wykwalifikowanego personelu i nie
mozna zaadoptowac ich do warunkéw polowych.

Biosensory enzymatyczne, taczac wysoka czuto$¢ z niewielkimi rozmiarami i
przystepng ceng, stanowig alternatywe dla metod tradycyjnych. Ze wzgledu na zastosowany
rodzaj przetwornika, dzielimy je na biosensory: optyczne, fluorescencyjne, a wsrdod
elektrochemicznych: potencjometryczne, konduktometryczne oraz najpopularniejsze
amperometryczne 63. Bioczujniki elektrochemiczne dzieli sie na dziatajace bezposrednio oraz
posrednio przez inhibicje. Czujniki bezposrednie opieraja sie na enzymatycznej hydrolizie OP
oraz elektrochemicznej detekcji jej produktu 64 Jednak najczesciej detekcja OP opiera sie na
inhibicji aktywnos$ci enzymu. Wyréznia sie sensory monoenzymatyczne (AChE lub
butylocholinoesteraza), bienzymatyczne (cholinoesteraza-cholinooksydaza) lub
trienzymatyczne (cholinoesteraza-cholinooksydaza-peroksydaza) 636566, Detekcja OP
mozliwa jest takze z zastosowaniem sensoréow chemicznych (bez uzycia enzymu),
wykorzystujgc zdolnos¢ elektroutleniania niektérych pestycyddéw, zawierajacych grupy
nitrofenylowe, np. paration, paraokson 62. Spo$rdd czujnikéw elektrochemicznych na uwage
zastugujg réwniez sensory immunochemiczne é2.

Pierwszy czujnik oparty na inhibicji cholinoesterazy przedstawiony zostal w 1962
roku przez Guibalt'a ¢3. Od tego czasu pojawito sie wiele réznych tego typu urzadzen
wykrywajacych pestycydy oraz inne srodki oddziatujgce na uktad nerwowy, np. gazy bojowe
czy metale ciezkie.

Najszerzej opisywany biosensor OP to monoenzymatyczny czujnik amperometryczny,
w ktorym zaadoptowano naturalng wtasciwos¢ OP do inhibicji enzymu, AChE. W czujniku
tym nie mozna zastosowac acetylocholiny, neuroprzekaznika, ktéry jest naturalnym
substratem AChE poniewaz produkt jego hydrolizy, cholina, jest nieaktywny
elektrochemicznie i jego amperometryczna detekcja nie bylaby mozliwa (z powodzeniem
uzywany jest jednak w oznaczeniach potencjometrycznych) 67. Z tego powodu, jako substrat,
stosuje sie syntetyczng pochodna acetylocholiny, acetylotiocholine (ATCI), ktérej produkt
enzymatycznej hydrolizy, tiocholina (TC) (Réwn. 5.11), jest aktywna elektrochemicznie.
Rejestrowany sygnat pochodzi od utleniania TC (Rys. 5.11) zgodnie z reakcjg (Réwn. 5.12).
Element biorozpoznajacy (AChE) czujnika poddawany jest dziataniu pestycydu, ktéry wigzac
sie w centrum aktywnym, zmniejsza ilo§¢ generowanej TC. Prowadzi to do spadku
mierzonego pradu. Sygnal elektrochemiczny jest proporcjonalny jest do stezenia TC,
natomiast odwrotnie proporcjonalny do stezenia pestycydu. AChE zazwyczaj jest
unieruchomiona na powierzchni elektrody, a ATCI rozpuszczona w elektrolicie. Zastosowane
podtoze elektroaktywne musi wykazywac wtasciwosci katalityczne w stosunku do utleniania
TC 63,

Acetylthiocholine  Thiocholine Thiocholine disulfide
(CH,)NCH,CH,SCOCH, (CH,),NCH,CH,SH  (CH,)NCH,CH,SSCH,CH,N(CH,),

o/ \\\4?7?

Gold Electrode coated with Gold Nanoparticles

AChE

Rys. 5.11 Schemat enyzmatycznej reakcji hydrolizy ATCl do TC i dalszego utleniania TC zachodzacego na
powierzchni ztotej elektrody pokrytej enzymem, AChE 64.
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Jedna z wad takich bioczujnikéw jest brak selektywnosci, dlatego stosuje sie systemy
wielo-enzymatyczne w jednym urzadzeniu lub przeciwciata, ktére petnig funkcje
rozpoznajaca (immunosensory). Alternatywng metoda zapewnienia selektywnosci i wysokie;j
czutos$ci jest zastosowanie enzymdéw modyfikowanych genetycznie 6269, Sotiropoulou i
wspotpracownicy, stosujgc wysokoczute mutanty AChE Drosophila melanogaster: E69Y, Y71D,
osiaggneli zdumiewajgcy LOD dla dichlorwosu wynoszacy 10-17 M przy 40% inhibicji 7°.
Przyktad ten pokazuje, ze czuto$¢ inhibitorowego biosensora zalezy w duzej mierze od
warstwy biorozpoznajacej czyli od enzymu, ktéry powinien charakteryzowaé sie duzym
powinowactwem do danego OP, o czym moéwi warto$¢ statej inhibicji (Tab. 5.1).

Tab. 5.1 Poréwnanie statej inhibicji dla AChE naturalnego i mutanéw, dla trzech réznych OP 71.

Inhibition constant k;, mmol/L
ACE origin  Type of AChE Chlorpyriphos Chlorfenvinphos Malaoxon
oxon

B1 (wild type) 990 4.8 1.0

Drosophila B6 L366F 1200 7.0 2.5
melanogaster B24 F368C 34 4.1 0.5
B53 F368W 68 6.0 1.0

B394 (patented) 2500 554 5.0

Electric eel Wild type 3.5 0.14 0.1

Na czuto$¢ i stabilnos$¢ urzadzenia wptywa takze sposdéb unieruchomienia enzymu na
elektrodzie 72. Niebagatelng role odgrywa wybrana procedura pomiaru stezenia OP, ilo$¢ czy
aktywno$¢ enzymu, czas inkubacji elektrody w OP oraz stezenie substratu (ATCI) 73.

Istnieja co najmniej cztery mozliwe sposoby pomiaru amperometrycznego
przeprowadzanego bioczujnikiem inhibitorowym 73. Dobér procedury ma zwiazek z kinetyka
i stopniem odwracalnos$ci inhibicji. Najczesciej stosowany jest protokét tréjstopniowy, ktéry
pozwala osiggna¢ niskg LOD (Rys. 5.12). W pierwszym kroku wykonuje sie pomiar wstepny
przy pelnej aktywnosci unieruchomionego enzymu. Etap drugi polega na zanurzeniu
(inkubacji) elektrody w roztworze pestycydu przez Scisle okres$lony czas, a etap trzeci na
powtérnym pomiarze sygnatu elektrochemiczny, ktéry tym razem jest nizszy i
proporcjonalny do stezenia OP (Rys. 5.12a,b). Istotny jest proces ptukania elektrody w
wodzie po etapie inkubacji, ktéry zmniejsza ryzyko zakidécen pochodzacych od
zanieczyszczenia probki, np. odwracalnymi inhibitorami, niezwigzanymi kowalencyjnie,
detergentami itp. 73.
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Rys. 5.12 Tréjetapowa procedura pomiaru stezenia OP: a) schemat pomiaru amperometrycznego 74, b) schemat
wykonania procedury z uzyciem SPE 73.

Przyktadowy amperogram otrzymywany przy oznaczaniu OP metoda trojstopniowa
przedstawia Rys. 5.13 73. Dwie krzywe odpowiadajace najwiekszej warto$ci pradu
rejestrowano przy petnej aktywnos$ci enzymu, kolejne za$ po inkubacji elektrody w
roztworze paraoksonu o roznym stezeniu. Poddanie elektrody dziataniu OP spowodowato
wyrazny spadek aktywnos¢ AChE.

Substrate
—

Substrate after inhibition step in river water

0823

Substrate after inhibition step in river water
fortified with paroxon 20 ppb

Substrate after inhibition step in river water
fortified with paraoxon 40 ppb

Buffer
0,004
0,000 - Us 300,000

Rys. 5.13 Amperometryczny pomiar stezenia OP w wodzie w oparciu o inhibicje enzymu 73.

Spadek aktywnos$ci enzymu okresla procent jego inhibicji (1%), ktéry oblicza sie na
podstawie zmierzonego pradu przed i po inkubacji w OP (Réwn. 5.13). Zazwyczaj LOD
stanowi stezenie dla ktérego obserwuje sie inhibicje na poziomie 10% 75.

Ip -1

1% = x 100%

lo (5.13) 75

Io— prad mierzony przed inkubacjg elektrody w OP
I - prad mierzony po inkubacji elektrody w OP

Czas inkubacji jest to czas reakcji enzymu z inhibitorem, w tym przypadku OP.
Stopnien dezaktywacji enzymu ros$nie wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji, zazwyczaj az do
osiggniecia plateau 73. Rys. 5.14 pokazuje, Ze z wydtuzeniem czasu inkubacji rosnie procent
inhibicji, czyli zwieksza sie czutos¢ elektrody. Dobdr odpowiedniej warto$ci opiera sie na
kompromisie pomiedzy pozadanymi parametrami analitycznymi a rozsadnym czasem
eksperymentu, ktéry zazwyczaj wynosi 10-30 min.
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Rys. 5.14 Zalezno$¢ procentu inhibicji enzymu od czasu inkubacji elektrody SPE modyfikowanej SWCNT,
ftalocyjaning kobaltu (CoPc) i AChE: 1-30 ppb paraokson, 2-10 ppb malaokson 76.

Znaczacy wplyw na czuto$¢ biosensora ma aktywno$¢ uzytego enzymu. Ilosé
zaimmobilizowanego enzymu powinna by¢ tak dobrana aby otrzymaé mierzalny sygnat.
Nalezy przy tym pamieta¢, ze im mniejsza aktywnos$¢ AChE tym nizsza jest LOD 73. Wymagane
jest bardzo czute podioze elektrodowe na TC oraz sposéb unieruchomienia AChE, ktéry nie
wptywa na aktywnos$¢ enzymu 73. Innym istotnym parametrem jest oczywiscie pH, a nawet
temperatura elektrolitu.

Minimalne mozliwe stezenie substratu, dzieki ktéremu mozna osiagng¢ maksymalng
szybko$¢ reakcji, rowniez jest niezbedne dla zapewnienia niskiego poziomu wykrywalno$ci
OP 7377, Stezenie substratu, dobierane jest w taki sposob, aby rejestrowac¢ wyrazny sygnat
elektrochemiczny. Wybiera sie warto$¢ stezenia odpowiadajaca plateau krzywej kalibracyjnej
ATCI, wskazujace na wysycenie enzymu substratem (Rys. 5.15). Na podstawie tej krzywej
mozna obliczy¢ stalg Michealisa-Menten, Ky, stosujgc diagram Eadie-Hofstee (Rys. 5.15
wstawka) i elektrochemiczng wersje rownania Michaelisa-Menten (3.1) 26. Stata ta méwi o
powinowactwie enzymu do substratu. Dobry biosensor powienien wykazywac¢ warto$¢ Ku
zblizong do warto$ci wolnego enzymu w roztworze, wtedy wiemy, ze sposéb jego
unieruchomienia nie wywiera znaczgcego wptywu na jego dziatanie 73. Dla AChE wynosi ona
0,20-0,22 mM 77. Autorzy otrzymali warto$¢ réwna 0,33 mM, co wskazuje, Ze unieruchomiony
enzym nie utracil powinowactwa do substratu 77.

180
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140 A }
120 200
Z 1004 150
£ -
= 804 * E 100
60 4 50
40+ %00 200 30 a0 50 ek 7o

5 : | (NANATCh ()

o] T T
0 1 2 3
ATCh concentration, mM

Rys. 5.15 Krzywa kalibracyjna dla ATCI rejestrowana na elektrodzie SPE modyfikowanej Btekitem Pruskim i AChE,
E=0,2Vvs. Ag|AgCl, 0,1 M bufor fosforanowy pH = 7,4, 0,05 M KCl. Wstawka: diagram Eadie-Hofstee 77.

Inne problemy pojawiajace sie w optymalizacji amperometrycznych czujnikéw OP to,
np. spontaniczna hydroliza ATCIl, ktéra powoduje przeszacowanie anodowej odpowiedzi
amperometrycznej. Aby jej zapobiec stosuje sie m.in. dodatek NaCl do roztworu ATCI oraz
przechowywanie go w lodzie 51.
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Krzywa kalibracyjna OP przedstawia zalezno$¢ procentu inhibicji enzymu od stezeniu
zaaplikowanego pestycydu (Rys. 5.16). W niniejszym przykladzie prowadzono detekcje
trzech pestycydéw: oksonu chloropiryfosu (CPO), malaoksonu (Mx) oraz chlorfenwinfosu
(CFV) otrzymujac odpowiednio LOD (I = 10%) 0,01, 0,02 oraz 0,005 pg I'1. Do tego celu
zastosowano elektrode SPE modyfikowang PVA-AWP z mutantem AChE B394 71,

100 7 X
90 1 A
80
70 X a

60 7 Xcro
50 ] Mcpy
40 X A Mx

30 x?éi
20 1 A
10 1 | | A

i B o

0.001 0.01 0.1 1 10 100

Inhibition %

Pesticide concentration {pph)
Rys. 5.16 Krzywa kalibracyjna na SPE modyfikowanym AChE B394 w PWA-AVP dla poszczegélnych
pestycydow 71,

Paust ze swojg grupa przedstawil bardzo ciekawe rozwigzania automatyzacji
pomiaréw stezenia OP przy uzyciu biosensoréw opartych na elektrodach SPE i AChE 78. Rys.
5.17 prezentuje urzadzenie z zamocowanym czujnikiem SPE, ktéry zanurzany jest
automatycznie, po kolei do pojemnikéw z buforem, wodg i pestycydami 78. Takie rozwigzanie
stanowi alternatywe takze dla urzadzen mikroprzeptywowych, gdyz ogranicza ilo$¢
potrzebnej probki, ale znacznie utatwia pomiar préobek rzeczywistych, zawierajacych liczne
zanieczyszczenia. Procz przyspieszenia i automatyzacji analizy, urzadzenie chroni operatora
ograniczajac kontakt z zainfekowanymi probkami. Za jego pomoca oznaczono CPO w proébce
jabtka z LOD rownym 10-7 M.

= /Yf\ Azswuch
DZgp

UU UU Il w H { -
Reagent cavities -

Rys. 5.17 Urzadzenie do automatycznego zanurzania i analizy, wyposazone w bioczujniki typu SPE 78.

Nowoczesne rozwigzania, postep nanotechnologii i inZynierii genetycznej daja
zupetlnie nowe mozliwosci, ktoére usprawniajg oznaczanie OP i innych substancji
niebezpiecznych. Elektrody drukowane typu SPE usprawnity i przyspieszyty analize, a takze,
ze wzgledu na niskie koszty, przyczynity sie do komercjalizacji biosensoréw. Spowodowato to
ogromny rozwoj bioczujnikéw w ostatnim czasie, a nawet wprowadzenie automatyzacji w
oznaczeniach OP 78,

68

http://rcin.org.pl



5.2.1 Czujnik tiocholiny

Reakcja utleniania tiocholiny stosowana jest do okreslenia aktywnosci enzymu, AChE,
a idac dalej do opracowania o amperometrycznego bioczujnika OP, opartego na inhibicji
enzymu, AChE 79. Do oszacowania stopnia dezaktywacji AChE mozna wykorzysta¢ metode
adsorpcyjnej woltamperometrii strippingowej oraz potencjatowej chemisorpcji TC i desorpcji
w KOH 80, Jednak znacznie czeSciej wykorzystuje sie bezposredni proces utleniania TC.
Pierwszy problem jaki napotyka sie przy projektowaniu takiego sensora OP, dotyczy doboru
elektrody na ktorej ma przebiegac reakcja utleniania TC. Proces ten na litych metalicznych
lub weglowych podlozach zachodzi przy wysokim potencjale (ok. 0,8 V vs. Ag|AgCl), bliskim
granicy dostepnego zakresu, co skutecznie komplikuje, a nawet uniemozliwia ich
stosowanie 62, Na zmniejszenie nadpotencjatu tej reakcji pozwala uzycie mediatoréw,
utatwiajacych proces przeniesienia elektronu. Jeden z popularniejszych to ftalocyjanina
kobaltu (CoPc) 8. Inne wielokrotnie stosowane to tetracyjanochinodimetan (TCNQ) 8z,
heksacyjanozelazian (II) potasu Zelaza (III) (Btekit Pruski) 8, heksacyjanozelazian potasu 75
oraz kobaltu 8+ Heksacyjanozelaziany takich metali jak miedzi czy niklu stosowano jako
mediatory innych tioli niz TC, np. cysteiny 84 Alternatywnym rozwigzaniem jest modyfikacja
powierzchni elektrody przez roéznego rodzaju nanomateriaty 8. Przede wszystkim
nanorurkami wegla 86-89, kropkami kwantowymi 9, AuNP 9192, AuNP z tlenkiem grafenu 66,
CdS 93, tlenkiem grafenu 66, nanoczastkami (NiO, Pt, Sn0;) z grafenem 66, a niedawno réwniez
nanoczastkami wegla typu CB 9495,

Rys. 5.18 przedstawia krotki przeglad krzywych woltametrycznych utleniania TC na
réznych materiatach. Uwage zwraca wysoki potencjat przy jakim zachodzi ten proces na
litych materiatach (Rys. 5.18a(ABD)). Modyfikacja powierzchni nanostrukturami, w tym
przypadku CNT (Rys. 5.18a(C)) i CB (Rys. 5.18b) obniza potencjat utleniania TC.

8e-6

Current / 1e-6A

6e-6

o

2255 s -+
03 04 05 06 07 08 09 10 0 01 02 03 04 05 08 07 08 09 10
Potential / 'V

Potential / V

50+

« CNT/GC

< de-6

2e-6

Current / le-4A
Current / 1e-5A

: ; 0,0 0,2 04 06 0,8 1,0
a) © O i B wesawry b) E vs Ag/AgClI (V)
Rys. 5.18 Krzywe woltamperometryczne utleniania TC, zarejestrowane na: a) r6znych elektrodach, niebieska
krzywa - 0,01 M ATCI, czerwona krzywa - 0,01 M TC, 0,05 M bufor fosforanowy pH = 7,4, (E vs. Ag|AgCl),
v =100 mV s-189 b) SPE przed (ciaggta i kreskowana krzywa), po modyfikacji CB (kropki, kreski-kropki)) (kropla 6
ul zawiesiny CB: 1 mg ml-! w dimetyloformamid: woda (1:1, v:v)) w 0,05 M buforze fosforanowym pH=7,4z0,1 M
KCl (linia ciagta, kropki) oraz po dodaniu 1 mM TC (kreski, kreski-kropki) 9.

W celu oszacowania optymalnego potencjatu stuzacego do oznaczen
chronoamperometrycznych, czesto wykorzystuje sie metody hydrodynamiczne, w ktérych
mieszanie roztworu badz obracanie elektrodg wymusza transport masy na drodze konwekcji.
W konsekwencji pozwala na ustalenie statej grubos$ci warstwy dyfuzyjnej Nernsta i szybkie
osiggniecie ustalonego, granicznego pradu dyfuzyjnego. Potencjat, przy ktérym wystepuje
plateau na krzywej hydrodynamicznej, wybierany jest do detekcji analitu, np. 0,1 V
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(Rys. 5.19a). Chronoamperometryczna krzywa otrzymana przez sukcesywne dodawanie TC
do mieszanego roztworu, pozwala na sporzadzenie krzywej kalibracyjnej niezbednej do
przygotowania czujnika (Rys. 5.19b).

Current—»

| 1 | 1 1
-08 -06 -0.4 -0.2 0 02 0.4
a) Potential/V versus SCE b) Time —

Rys. 5.19 a) Woltamperogramogram hydrodynamiczny zarejestrowany na elektrodzie SPE modyfikowanej CoPh,
0,25 mM TC, b) krzywa chronoamperometryczna otrzymana przez kazdorazowy dodatek 25 pl 0,01 M TC
do 20 ml elektrolitu, E = 0,1 V vs. SCE, 0,05 M bufor fosforanowy pH = 8 81.

Proces utleniania TC (Rys. 5.20) zalezy od pH elektrolitu. W reakcji utleniania TC
biorg udzial dwa protony i dwa elektrony (Réwn. 5.12). Ze schematu tej reakcji wynika, ze
Srodowisko zasadowe jest rekomendowane do wtasciwego jej przebiegu. Biorac pod uwage
ze TC jest stabym kwasem (pKa = 7,7) ¢7, pH elektrolitu znaczaco wptywa jego dysocjacje. Z
zalezno$ci przedstawionej na Rys. 5.20 wynika, Ze potencjat utleniania TC zalezy od pH.

200

pH
Rys. 5.20 Wptyw pH elektrolitu na potencjat piku utleniania TC (vs. Ag|AgCl) na elektrodzie CPE pokrytej MWCNT
modyfikowanymi cieczg jonowa, 5 mM TC, 0,1 M bufor Britton-Robison, v = 100 mV s-1 86,

Mozliwe sg dwa mechanizmy reakcji utleniania TC. W pierwszym, poczatkowo
zachodzi utlenienie protonowanej formy TC, a nastepnie deprotonowanie i powstanie
rodnika, ktéry ulega sprzezeniu (Rown. 5.14) 8995, Wedtug drugiego mechanizmu, najpierw
dochodzi do oderwania protonu, a w nastepnej kolejnosci do utlenienia i powstania rodnika
TC (Réwn. 5.15) 89, Mozliwe, Ze mechanizm pierwszy dominuje w elektrolicie o nizszym pH,
natomiast w bardziej alkalicznych roztworach dominuje mechanizm drugi.

RSH — RSH . RS’
“Rs-sR (5.14) %

H

RSH = RS~ — RS’

< RS-SR
(5.15) #6
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Stosujac elektrode typu SPE zmodyfikowang CB, Palleschi wraz z grupa uzyskat

bardzo niskig LOD czujnika 0,01 pM %. Inne doniesienia literaturowe prezentujag LOD w
zakresie od ok. 5-50 uM 87.94,

Czujnik tiocholiny, ze wzgledu na poéZniejsze zastosowanie w biosensorach

pestycydéw takze tych komercyjnie dostepnych, powinien 1aczy¢é w sobie latwos¢
przygotowania, przystepng cene, niskg granice wykrywalnosci, wysoka trwatos$¢ i stabilnos$¢
oraz szeroKki zakres liniowy krzywej kalibracyjne;.

5.3 Bibliografia

1 Bandodkar, A. ].; Wang, . Trends Biotechnol. 2014, 32, 363-371.

(2) Brzozka, Z.; Wréblewski, W. Sensory Chemiczne; Oficyna Wydawnicza Politechniki Warszawskiej, 1999.

3) Jackowska, K.; Krysinski, P. Anal. Bioanal. Chem. 2013, 405, 3753-3771.

(4) Igbal, M.; Gupta, S.; Hussaini, S. Adv. Biores. 2012, 3, 158-163.

(5) Stradiotto, N. R.;; Yamanaka, H.; Zanoni, M. V. B. J. Braz. Chem. Aoc. 2003, 14, 159-173.

(6) Kemula, W.; Kublik, Z. Anal. Chim. Acta 1958, 18, 104-111.

(7 Szczepaniak, W. Metody Instrumentalne W Analizie Chemicznej; Wydawnictwo Naukowe PWN, 1996.

(8) Cynk, P.; Gawel, E. Przeglqgd Med. Uniw. Rzesz. i Nar. Inst. Lekéw w Warszawie 2012, 373-378.

9 Arias-Carrién, O.; Poppel, E. Acta Neurobiol. Exp. (Wars). 2007, 67, 481-488.

(10) Rubia, K. Biol. Psychol. 2009, 82, 1-11.

(11 Corona-Avendafio, S.; Alarcon-Angeles, G.; Rosquete-Pina, G. a,; Rojas-Hernandez, A.; Gutierrez, A.; Ramirez-Silva, M. T.;
Romero-Romo, M.; Palomar-Pardavé, M. J. Phys. Chem. B 2007, 111, 1640-1647.

(12) Perry, M,; Li, Q.; Kennedy, R. T. Anal. Chim. Acta 2009, 653, 1-22.

(13) Alj, S. R,; Parajuli, R. R;; Balogun, Y.; Ma, Y.; He, H. Sensors 2008, 8, 8423-8452.

(14) Wei, Q.; Zhang, F,; Li, ].; Li, B.; Zhao, C. Polym. Chem. 2010, 1, 1430.

(15) Habibi, B.; Pezhhan, H.; Pournaghi-Azar, M. H. Microchim. Acta 2010, 169, 313-320.

(16) Amiri, M.; Eynaki, H.; Mansoori, Y. Electrochim. Acta 2014, 123, 362-368.

a7 Alj, S. R,; Parajuli, R. R;; Balogun, Y.; Ma, Y.; He, H. Sensors 2007, 8, 8423-8452.

(18) Ciucu, A. A. Biosens. Bioelectron. 2014, 5, 1-10.

(19) Alothman, Z. A.; Bukhari, N.; Wabaidur, S. M.; Haider, S. Sensors Actuators, B Chem. 2010, 146, 314-320.

(20) Rand, E.; Periyakaruppan, A.; Tanaka, Z.; Zhang, D.; Michael, P.; Andrews, R. ].; Lee, K. H.; Chen, B.; Meyyappan, M.
Biosens. Bioelectron. 2013, 42, 434-438.

(21) Plowman, B. ].; Mahajan, M.; O’'Mullane, A. P; Bhargava, S. K. Electrochim. Acta 2010, 55, 8953-8959.

(22) Gu, X; Jiang, G; Jiang, G.; Chen, T.; Zhan, W.; Li, X;; Wu, S;; Tian, S. Talanta 2015, in press.

(23) Zhou, D.-M.; Ju, H.-X.; Chen, H.-Y. J. Electroanal. Chem. 1996, 408, 219-223.

(24) Majewska, U. E,; Chmurski, K.; Biesiada, K.; Olszyna, A. R; Bilewicz, R. Electroanalysis 2006, 18, 1463-1470.

(25) Luo, |.; Jiang, S.; Liu, X. Sensors Actuators, B Chem. 2014, 203, 782-789.

(26) Liu, L.; Xia, N,; Xing, Y.; Deng, D. Int. J. Electrochem. Sci. 2013, 8,11161-11174.

27) Corona-Avendafio, S.; Alarcén-Angeles, G.; Ramirez-Silva, M. T.; Rosquete-Pina, G.; Romero-Romo, M.; Palomar-Pardavé,
M. J. Electroanal. Chem. 2007, 609, 17-26.

(28) Luczak, T. Electrochim. Acta 2008, 53, 5725-5731.

(29) Li, Y,; Liu, M,; Xiang, C.; Xie, Q.; Yao, S. Thin Solid Films 2006, 497, 270-278.

(30) Koktysh, D. S; Liang, X;; Yun, B. G.; Pastoriza-Santos, I.; Matts, R. L.; Giersig, M.; Serra-Rodriguez, C.; Liz-Marzan, L. M.;
Kotov, N. a. Adv. Funct. Mater. 2002, 12, 255-265.

(31 Mckenzie, K. J.; Marken, F.; Oyama, M.; Gardner, C. E.; Macpherson, V. 2004, 89-96.

(32) Xiao, M.; Wang, L.; Wu, Y,; Huang, X.; Dang, Z. J. Solid State Electrochem. 2008, 12, 1159-1166.

(33) Wang, P,; Li, Y.; Huang, X;; Wang, L. Talanta 2007, 73, 431-437.

(34) Wei, M,; Xie, Z.; Sun, L.; Gu, Z. Z. Electroanalysis 2009, 21, 138-143.

(35) Kurniawan, F.; Tsakova, V.; Mirsky, V. M. J. Nanosci. Nanotechnol. 2009, 9, 2407-2412.

(36) Alessio, P.; Rodriguez-Méndez, M. L.; De Saja Saez, J. A.; Constantino, C. J. L. Phys. Chem. Chem. Phys. 2010, 12, 3972~
3983.

(37) Manjunatha, R,; Suresh, G. S.; Melo, J. S.; D’Souza, S. F; Venkatesha, T. V. Sensors Actuators, B Chem. 2010, 145, 643-650.

(38) Siqueira, J. R,; Gasparotto, L. H. S.; Oliveira, O. N.; Zucolotto, V. J. Phys. Chem. C 2008, 112, 9050-9055.

(39) Zhang, Y.; Pan, Y,; Su, S,; Zhang, L.; Li, S.; Shao, M. Electroanalysis 2007, 19, 1695-1701.

(40) Weng, X,; Cao, Q.; Liang, L.; Chen, J.; You, C; Ruan, Y,; Lin, H.; Wu, L. Talanta 2013, 117, 359-365.

41) Tan, L.; Wang, G.; Chen, N.; Zhang, J.; Feng, H. Chinese J. Chem. 2015, 33, 185-191.

(42) Zhang, X.; Wang, B.; Zhang, X; He, T. Sensors Actuators, B Chem. 2012, 166-167, 695-701.

(43) Kundys, M.; Szot, K;; Rozniecka, E.; Jonsson-Niedziétka, M.; Lawrence, R.; Bull, S. D.; Marken, F.; Opallo, M. Anal. Methods
2014, 6, 7532-7639.

(44) Rastgar, S.; Shahrokhian, S. Talanta 2014, 119, 156-163.

(45) Liy, S;; Yan, ].; He, G.; Zhong, D.; Chen, J.; Shi, L.; Zhou, X; Jiang, H. J. Electroanal. Chem. 2012, 672, 40-44.

(46) Amiri, M.; Shahrokhian, S.; Marken, F. Electroanalysis 2007, 19, 1032-1038.

47) Amiri, M.; Imanzadeh, H.; Banaei, A. Mater. Sci. Eng. C 2015, 47, 189-195.

(48) Rozniecka, E.; Jonsson-Niedziolka, M.; Celebanska, A.; Niedziolka-Jonsson, ].; Opallo, M. Analyst 2014, 139, 2896-2903.

(49) Zhao, Y, Gao, Y.; Zhan, D,; Liu, H,; Zhao, Q.; Kou, Y.; Shao, Y.; Li, M.; Zhuang, Q.; Zhu, Z. Talanta 2005, 66, 51-57.

(50) Sun, D.; Xie, X.; Zhang, H. Colloids Surfaces B Biointerfaces 2010, 75, 88-92.

71

http://rcin.org.pl



(51)

(52)
(53)
(54)
(55)

(56)
(57)
(58)
(59)
(60)
(61)
(62)

(63)

(64)
(65)
(66)

(67)
(68)
(69)
(70)
(71)

(72)
(73)

(74)
(75)
(76)
(77)
(78)
(79)
(80)
(81)
(82)
(83)
(84)
(85)
(86)
(87)

(88)
(89)
(90)
(o1)
(92)
(93)
(94)
(95)

(96)

72

Stoytcheva, M.; Zlatev, R.; Velkova, Z.; Valdez, B. Organophosphorus Pesticides Determination by Electrochemical
Biosensors. In Pesticides-Strategies for Pesticides Analysis; Stoytcheva, M., Ed.; INTECH, 2011.

Costa, L. G. Clin. Chim. Acta. 2006, 366, 1-13.

Phifer, L.; Smith, D. Report. 1997, 16, 5-6.

Vanengelsdorp, D.; Meixner, M. D. J. Invertebr. Pathol. 2010, 103 Suppl , S80-S95.

Elersek, T.; Filipic, M. Pesticides - The Impacts of Pesticide Exposure. Chapter 12 Organophosphorus Pesticides -
Mechanisms Of Their Toxicity; InTech, 2011.

Dhull, V.; Gahlaut, A,; Dilbaghi, N.; Hooda, V. Biochem. Res. Int. 2013, 2013, 1-18.

Zhang, L.; Long, L.; Zhang, W.; Du, D,; Lin, Y. Electroanalysis 2012, 24, 1745-1750.

Jokanovi¢, M.; Stojiljkovi¢, M. P. Eur. J. Pharmacol. 2006, 553, 10-17.
http://www.atsdr.cdc.gov/csem/csem.asp?csem=11&po=23.

Delfino, R. T.; Figueroa-Villar, J. D. J. Phys. Chem. 2009, 113, 8402-8411.

Dolan, T.; Howsam, P.; Parsons, D. ].; Whelan, M. ]. Environ. Sci. Technol. 2013, 47, 4999-5006.

Stoytcheva, M.; Zlatev, R. Organophosphorus Pesticides Analysis. In Pesticides in the Modern World - Trends in Pesticides
Analysis; Stoytcheva, Margarita, Eds.; INnTECH, 2011.

Hoskovcova, M.; Kobliha, Z. Modified Cholinesterase Technology in the Construction of Biosensors for
Organophosphorus Nerve Agents and Pesticides Detection. In Environmental Biosensors; Somerset, V., Ed.; 2011.
Mostafa, G. A. E. Open Electrochem. J. 2010, 2, 22-42.

Sassolas, A.; Prieto-Simon, B.; Marty, J.-L. Am. J. Anal. Chem. 2012, 03, 210-232.

Stoytcheva, M.; Zlatev, R. Recent Trends in the Development of Electrochemical Biosensors for Organophosphorus
Pesticides Determination. In Modern Electrochemical Methods in Nano, Surface and Corrosion Science; Aliofkhazraei, M.,
Ed.; 2014.

Sgobbi, L. F.; Razzino, C. A.; Rosset, L. G.; Burtoloso, A. C. B.; Machado, S. A. S. Electrochim. Acta 2013, 112, 500-504.
Jubete, E.; Loaiza, O. A,; Ochoteco, E.,; Pomposo, . A,; Grande, H.; Rodriguez, J. J. Sensors 2009, 2009, 1-13.

Istamboulie, G.; Noguer, T.; Marty, ]. 2010, No. January.

Sotiropoulou, S.; Fournier, D.; Chaniotakis, N. a. Biosens. Bioelectron. 2005, 20, 2347-2352.

Galezowska, A,; Sikora, T.; Istamboulie, G.; Trojanowicz, M.; Polec, I; Nunes, G. S.; Noguer, T.; Marty, ]. Sensors ans Mater.
2008, 20, 299-308.

Vargas-Bernal, R.; Rodriguez-miranda, E.; Herrera-pérez, G. Evolution and Expectations of Enzymatic Biosensors for
Pesticides. In Pesticides - Advances in Chemical and Botanical Pesticides; InTech, 2012.

Arduini, F.; Amine, A. Biosensors Based on Enzyme Inhibition. In Biosensors Based on Aptamers and Enzymes; Gu, M. B.,
Kim, H.-S., Eds.; Springer Berlin Heidelberg, 2014; Vol. 140.

Arduini, F.; Amine, A.; Moscone, D.; Palleschi, G. Microchim. Acta 2010, 170, 193-214.

Arduini, F.; Guidone, S.; Amine, A,; Palleschi, G.; Moscone, D. Sensors Actuators B Chem. 2013, 179, 201-208.

Ivanov, A. N,; Younusov, R. R,; Evtugyn, G. A; Arduini, F.; Moscone, D.; Palleschi, G. Talanta 2011, 85, 216-221.

Arduini, F.; Ricci, F.; Tuta, C. S.; Moscone, D.; Amine, A.; Palleschi, G. Anal. Chim. Acta 2006, 580, 155-162.

Drechsel, L.; Schulz, M.; von Stetten, F.; Moldovan, C.; Zengerle, R.; Paust, N. Lab Chip 2015, 15, 704-710.

Amine, A.; Mohammadi, H.; Bourais, I.; Palleschi, G. Biosens. Bioelectron. 2006, 21, 1405-1423.

Du, D.; Ding, ].; Tao, Y.; Chen, X. Sensors Actuators, B Chem. 2008, 134, 908-912.

Hart, ]. P.; Hartley, I. C. Analyst 1994, 11, 259-263.

Montesinos, T.; Pérez-Munguia, S.; Valdez, F.; Marty, |. L. Anal. Chim. Acta 2001, 431, 231-237.

Sun, X.; Wang, X. Biosens. Bioelectron. 2010, 25, 2611-2614.

Arduini, F.; Cassisi, A.; Amine, A.; Ricci, F.; Moscone, D.; Palleschi, G. J. Electroanal. Chem. 2009, 626, 66-74.

Periasamy, A. P.; Umasankar, Y.; Chen, S.-M. Sensors (Basel). 2009, 9, 4034-4055.

Rotariu, L.; Zamfir, L.-G.; Bala, C. Sensors Actuators B Chem. 2010, 150, 73-79.

Jubete, E.; Zelechowska, K.; Loaiza, 0. a.; Lamas, P. ].; Ochoteco, E.; Farmer, K. D.; Roberts, K. P.; Biernat, J. F. Electrochim.
Acta 2011, 56, 3988-3995.

Zhang, S.-P.; Zheng, Y,; Shan, L.-G.; Shi, L.; Leng, K. Appl. Surf. Sci. 2008, 255, 439-441.

Liu, G.; Riechers, S. L.; Mellen, M. C,; Lin, Y. Electrochem. Commun. 2005, 7, 1163-1169.

Li, X.-H,; Xie, Z.; Min, H,; Li, C;; Liu, M,; Xian, Y.; Jin, L. Electroanalysis 2006, 18, 2163-2167.

Du, D.; Chen, S.; Cai, ].; Zhang, A. Biosens. Bioelectron. 2007, 23, 130-134.

Buiculescu, R.; Chaniotakis, N. a. Bioelectrochemistry 2012, 86, 72-77.

Pardo-Yissar, V.; Katz, E.; Wasserman, J.; Willner, I. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 622-623.

Arduini, F.; Majorani, C.; Amine, A.; Moscone, D.; Palleschi, G. Electrochim. Acta 2011, 56, 4209-4215.

Arduini, F.; Forchielli, M.; Amine, A.; Neagu, D.; Cacciotti, I.; Nanni, F.; Moscone, D.; Palleschi, G. Microchim. Acta 2015,
182, 643-651.

Nekrassova, O.; Allen, G. D.; Lawrence, N. S,; Jiang, L.; Jones, T. G. ].; Compton, R. G. Electroanalysis 2002, 14, 1464-1469.

http://rcin.org.pl



Czesc eksperymentalna

http://rcin.org.pl



6. Stosowane techniki pomiarowe i odczynniki

6.1 Techniki elektrochemiczne

Techniki elektrochemiczne naleza do metod instrumentalnych, opartych na badaniu
reakcji elektrodowych i proceséw zachodzacych pomiedzy elektrodami 1.

W Kkolejnych podrozdziatach opisano wybrane metody, bazujace na pomiarze pradu,
ptynacego pod wptywem potencjatu przytozonego do elektrody. Rejestrowany prad zwigzany
jest z reakcjami utleniania-redukcji oraz procesami towarzyszacymi. Pomiary najczesciej
wykonuje sie w naczyniu tréjelektrodowym zawierajacym: elektrode pracujaca, na ktoérej
przebiegaja badane procesy; elektrode odniesienia, wzgledem ktérej mierzony jest potencjat
oraz przeciwelektrode bedacej odbiornikiem pradu (Rys. 6.1). Do roztworu dodaje sie
odpowiedni elektrolit podstawowy zapewniajacy przewodnictwo elektryczne. Potencjatem
elektrody pracujacej steruje sie za pomoca potencjostatu i komputera.

]

Reference
electrode .

Potentiostat

Working
electrode

Auxibiary S
electrode l

Rys. 6.1 Schemat elektrochemicznego uktadu pomiarowego 2.

W niniejszej pracy stosowano nastepujace elektrody:

e elektrode odniesienia (referencyjng): elektrode chlorosrebrowa Ag|AgCl|KClzm

o elektrode pomocnicza (przeciwelektrode): drut platynowy ($rednica, d = 0,5 mm,
Mennica Polska)

e elektrode pracujaca: zmodyfikowane ITO (opornos¢ 8-12 Q cm-1, Delta Technologies,
USA), GC (RDE, d = 3 mm, ALS Co.), zloto naparowane na szkto (Arrandee), weglowe
elektrody sitodrukowane (DS): C110 (Dropsens) oraz elektrody sitodrukowane
(SPEL) otrzymane od dr Elena Jubete (IK4-CIDETEC, Centre for Electrochemical
Technologies, San Sebastian, Hiszpania), mikrolektrode ztota, wykonana przez
zatopienie drutu ztotego (d = 25 pm, Goodfellow) w szkle borokrzemianowym za
pomoca wyciaggarki do pipet, PC-10, Narishige).

ITO przed modyfikacja myte bylo w etanolu i w wodzie za pomoca ptuczki
ultradzwiekowej, a nastepnie wygrzewane w temp. 500°C przez 30 min. Zmodyfikowang
powierzchnie ITO ograniczano za pomocg tasmy klejacej z otworem o $rednicy, d = 5 mm,
ta$ma miedziana natomiast zapewniata kontakt elektryczny.

Jako elektrolit podstawowy stosowano wodne roztwory kwaséw, zasad i soli oraz bufor
fosforanowy.
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6.1.1 Woltamperometria cykliczna

Woltamperometria cykliczna (ang. cyclic voltammetry, CV) jest najpopularniejszg
technika elektrochemiczng dostarczajaca jakosciowe i iloSciowe dane o procesie
elektrodowym. W prosty i szybki sposéb informuje o termodynamice i Kinetyce reakcji
utleniania-redukcji, czesto sprzezonej z reakcjg chemiczng lub adsorpcja 3. CV polega na
pomiarze natezenia pradu ptynacego przez badang elektrode, podczas wymuszenia liniowej
zmiany potencjatu (Rys 6.2a). W rezultacie otrzymuje sie zalezno$¢ mierzonego pradu od
przytozonego potencjatu, zwang woltamperogramem cyklicznym (Rys. 6.2b). Rys. 6.2b
prezentuje woltamperogram odpowiadajacy reakcji redoks (Réwn. 6.1).

o
3
£
8 0—R
"
\
[\
I‘ \
|
! \
——Cycle 1— / T
Ehna\ g fcmardscani_wﬁ_/ /
= Reverse =y Y S
2 — 03 o7
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3 TN \ |
o Forward \ |
\ |
Eini!ia\ scan ) . “g " Reverse scan
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Rys. 6.2 Woltamperometria cykliczna: a) polaryzacja elektrody w czasie, b) typowy woltamperogram dla procesu
odwracalnego (Rown. 6.1) 3.

O+ne «<— R (6.1) 3

Zaktadajac, ze w roztworze wystepuje jedynie forma utleniona (0), eksperyment rozpoczyna
sie od potencjalu przy ktérym nie zachodzi zaden proces i elektrode polaryzuje sie w
kierunku nizszych wartosci potencjatu. Zblizajac sie do potencjalu formalnego (E°),
charakterystycznego dla danej reakcji redoks, prad katodowy zaczyna wzrasta¢, az do
osiaggniecia wartosci maksymalnej i uformowania piku. W poblizu powierzchni elektrody
tworzy sie zredukowana forma (R), ktora z kolei po zawrdceniu potencjatu zostaje utleniona
z utworzeniem piku anodowego 3. Dalsze obnizanie pradu w funkcji potencjatu zwigzane jest
Z wyczerpywaniem sie depolaryzatora przy powierzchni elektrody.

Podstawg interpretacji woltamperogramu cyklicznego jest analiza pradu i potencjatu
pikéw. Jednym z waznych parametréow badanego uktadu jest odwracalno$¢ zachodzacego
procesu (Rys. 6.3). Dla catkowicie odwracalnego procesu, prad piku (I,) jest proporcjonalny
do stezenia depolaryzatora i mozna go wyrazi¢ r6wnaniem Randlesa-Sevcika:

I, = (2,69 x 10%)n%/2ACD/?y1/2 (6.2)3

n - liczba wymienianych elektronéw

A - powierzchnia elektrody [cm?]

D - wspétczynnik dyfuzji [cm?2 s-1]

v - szybko$¢ polaryzacji elektrody [V s-1]
C - stezenie depolaryzatora [mol cm-3]

Liniowa zalezno$¢ pradu piku od pierwiastka z szybkosci polaryzacji elektrody, wskazuje na
proces elektrodowy kontrolowany transportem masy (seminieskonczona dyfuzja liniowa). W
procesie odwracalnym, potencjaly piku anodowego (E,.) i katodowego (E,c) nie zaleza od
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szybko$ci polaryzacji, a stosunek rejestrowanych pradéw (Ip,a/Ipc) rowny jest jednosci dla
prostego uktadu redoks. Potencjat formalny procesu redoks wyrazony jest rGwnaniem:

— EpatEpc
2

E° (6.3)3
Réznica pomiedzy potencjatami pikéw moéwi o liczbie wymienianych w reakcji elektronéw
(Réwn. 6.4). Dla odwracalnego procesu jednoelektronowego wynosi on 59 mV (w
temperaturze 25°C).

_ 222RT

AEp = Epq — Epc = 2= (6.4) 3

R - uniwersalna stata gazowa, 8,314 [JK-1mol-1]
T - temperatura [K]
F - stata Faradaya, 96 487 [C mol-!]

W procesie nieodwracalnym, ktérego szybko$¢ kontrolowana jest szybkoScig
wymiany elektronéw, prady pikow s3a mniejsze i bardziej rozseparowanie, a potencjat piku
zalezy od szybkosci polaryzacji elektrody (Rown. 6.5, jednostki jak w Réwn. 6.2).

Lo RT K angFr\1/2
E,=E — o 0,78—lnm+ln( o] ) ] (6.5) 3

nq - liczba elektronéw biorgcych udziat w procesie przeniesienia tadunku
a - wspotczynnik przeniesienia tadunku
k° - standardowa elektrochemiczna stata szybkosci

Prad piku jest proporcjonalny do stezenia substratu (Rdwn. 6.6), ale jego warto$¢ jest nizsza
od obserwowanej w procesie odwracalnym (Rys. 6.3).

I, = (2,99 x 105)n(an,)/2ACDY/2y1/? (6.6) 3

Dla procesu quasi-odwracalnego potencjaly pikow s3a mocno rozseparowane, a
szybko$¢ kontrolowana jest przeniesieniem tadunku i transportem masy. Ksztatt krzywej jest

funkcja k° / VraD (gdzie a = Fnv/RT). Dla duzych wartoéci (k°/+VmaD), proces staje sie
bardziej odwracalny, dla matych za$ nieodwracalny (np. gdy szybkos$¢ polaryzacji elektrody
jest duza).

0.8
0.4
0.0 |

-0.4

-1/mA

-0.8

06 -02 0.2 0.6
-E/V

Rys. 6.3 Przyktadowa krzywa woltamperometryczna dla procesu odwracalnego (linia ciagta), quasi-odwracalnego
(kropki), nieodwracalnego (kreski) 4.

Woltamperometrie cykliczng stosuje sie do okreslenia mechanizmu zachodzacego
procesu, w tym udziatu reakcji chemicznych, poprzedzajacych lub nastepujacych po procesie
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wymiany elektronéw. Wspétzawodnictwo reakcji powoduje zmiany ksztaltu krzywej
woltamperometrycznej. Przyktadem moze by¢ mechanizm EC (wspomniany w Rozdz. 5.1),
w ktérym produkt procesu elektrochemicznego ulega dalszej reakcji chemicznej. W takiej

sytuacji prad piku jest znacznie nizszy, poniewaz produkt reakcji usuwany jest z przestrzeni
przyelektrodowe;j.

6.1.2 Chronoamperometria

Chronoamperomteria polega na polaryzacji elektrody pracujacej, poczatkowo
potencjatem przy ktéorym nie wystepuje proces faradajowski, a nastepnie do potencjatu przy
ktérym ten proces zachodzi (Rys. 6.4a) 3. Rejestrowany chronoamperogram jest zmiang
natezenia pradu w czasie (Rys. 6.4c). Niedob6r substratu powoduje rozszerzanie warstwy
dyfuzyjnej i zwiekszanie nachylenia krzywej gradientu stezen wraz z uptywem czasu (Rys.
6.4b). Na amperogramie obserwuje sie spadek pradu zgodnie z réwnaniem Cottrella (Réwn.
6.7) 3.

nFACD/?
I(t) = PEVYEVEY (6.7)3

ol

%
<
| .
| "
Increasing
/ time
0

a) 0 Time b) Distance (x) c) 0 Time
Rys. 6.4 Chronoamperometria: a) zmiana potencjatu w czasie eksperymentu, b) krzywa gradientu stezenia
w czasie, c) rejestrowany amperogram jako zmiana natezenia pragdu w czasie 3.

E

feat

Concentration

E;

6.1.3 RézZnicowa woltamperometria pulsowa

Réznicowa woltamperometria pulsowa (ang. differential pulse voltammetry, DPV) jest
przydatng metoda w elektroanalizie szczeg6lnie do oznaczania sladowych ilosci substanciji 3.
W DPV stosuje sie impulsy prostokatne o matej amplitudzie (ok. 30 mV), narzucane na
liniowo zmieniajgcy sie potencjat (Rys. 6.5a) 1. Rejestrowany prad (4[) jest réznica pradu
mierzonego tuz przed koncem pulsu potencjatowego (Iz) (punkt 2) i pradu tuz przed
przytozeniem pulsu (I;) (punkt 1) (Réwn. 6.8).

AI = 12 - Il (6.8)
Al
A
E
0.5-0.5s _59 mf_
5 J,L ':::ZT:AE
e
a) Time b) > F

Rys. 6.5 Réznicowa woltamperometria pulsowa: a) polaryzacja elektrody w czasie 3, b) woltamperogram DPV
jako réznica mierzonego pradu (41) w funkcji przytoZzonego potencjatu .
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W rezultacie otrzymuje sie pik pradu, ktérego wielko$¢ jest proporcjonalna do stezenia
analitu (Rys. 6.5b) (Réwn. 6.9).

I = nFADY2¢ (1-0)

P Jrtm (1+0)

(6.9) 3
o = el(F/RT)AE/2)]

AE - amplituda pulsu

tm - czas po aplikacji pulsu

Metoda DPV znaczaco redukuje udzial pradéw pochodzacych od proceséw
niefaradajowskisch, np. tadowania warstwy podwdjnej. Utatwia takze rozdzielenie sygnatow
dla mieszaniny zwigzkéw. Szerokos$¢ uzyskiwanego piku (w potowie wysokosci piku, Wi,2)
skorelowana jest ze stechiometrig reakcji i w tym przypadku dla jednoelektronowego
procesu wynosi 30,1 mV (w temperaturze 25°C) (Réwn. 6.10), dzieki czemu zwiekszona jest
rozdzielczo$¢ w stosunku do metody woltamperometrii cykliczne;.

(6.10) 3

6.1.4 Wirujaca elektroda dyskowa

Metoda wirujgcej elektrody dyskowej (ang. rotating disc electrode, RDE) zaliczana jest
do metod hydrodynamicznych, w ktérych do zwiekszenia transportu masy do powierzchni
elektrody wykorzystuje sie proces konwekcji 35. Metoda ta umozliwia uzyskanie wielu
informacji na temat kinetyki oraz mechanizmu proceséw katalitycznych zachodzacych na
powierzchni elektrody. Ponadto rejestruje sie wyzsze prady niz w metodach
niehydrodynamicznych, tym samym poprawia sie czuto$¢ i granice wykrywalno$ci substancji.
W metodzie tej zazwyczaj stosuje sie elektrody dyskowe obracane ze statg, $cisle okre$lona
predkoscia katowa (w). Sita odSrodkowa obracajacej sie elektrody wywotuje ruch cieczy w
ptaszczyznie rownoleglej do elektrody, z dala od jej Srodka. Natomiast $wiezy elektrolit stale
zasysany jest gtebi roztworu. Obserwuje sie laminarny profil przeptywu (Rys. 6.6a).

disk centre - A mass transport limited current

surface
P 26Hz

increasing
rotation
speed

12Hz

5Hz

a) = b) =
Rys. 6.6 a) Profil przeptywu cieczy powstajacy przy obracajacej sie elektrodzie, b) rejestrowany woltamperogram
w zaleznoSci od szybkos$ci obrotéw elektrody 6.

RDE pozwala na szybkie ustalanie sie stanu stacjonarnego, dlatego rejestrowane
woltamperogramy majg ksztatt fali (Rys. 6.6b). Zwiekszajac szybkos¢ obrotéw elektrody,
zmniejsza sie grubo$¢ warstwy dyfuzyjnej, z ktérej produkt reakcji moze zosta¢ usuniety na
drodze konwekcji, co powoduje wzrost strumienia reaktanta do powierzchni elektrody. Dla
procesow kontrolowanych szybkos$cig transportu reagenta, przebiegajacych bez zahamowan
kinetycznych, rejestrowany prad graniczny jest liniowo proporcjonalny od pierwiastka z
predkosci katowej elektrody i opisany rownaniem Lewicza (dla uktadéw odwracalnych):
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Liewicza = 0,62 nFAD?/3w1/2y=1/6C (6.11) 3
v - lepko$¢ kinematyczna roztworu [cm? s1]

Dla powolnych proceséw Kinetycznych obserwuje sie odchylenia od liniowosci lub catkowity
brak wptywu szybkos$ci wirowania elektrody na rejestrowany prad.

6.1.5 Skaningowa mikroskopia elektrochemiczna

Skaningowy mikroskop elektrochemiczny (ang. scanning electrochemical microscope,
SECM) umozliwia lokalng obserwacje procesow elektrochemicznych 3. W SECM mierzony jest
prad faradajowski reakcji redoks na mikroelektrodzie poruszajgcej tuz nad powierzchnig
substratu (Rys. 6.7) 3. Prad ten jest funkcja przewodnictwa, natury chemicznej substratu oraz
jego odlegtosci od mikroelektrody. Technika ta ma bardzo szerokie zastosowanie w badaniu
aktywnosci chemicznej, elektrochemicznej, a takze topografii elektrod 3.

Solution <]

Sample ___

PC g

Rys. 6.7 Schemat uktadu SECM 7.

6.2 Techniki spektroskopowe

Techniki spektroskopii molekularnej opieraja sie na oddziatywaniu promieniowania
elektromagnetycznego (Rys. 6.8) z czasteczkami, co skutkuje zmiang ich stanéow
energetycznych 8. Absorpcja promieniowania przez molekuty powoduje wzbudzenie
elektronow i przejScie na wyzsze poziomy energetyczne, a rejestrowanym efektem jest
odpowiednie widmo czyli obraz promieniowania roztozony na poszczeg6lne czestotliwosci,
dtugosci fali lub energie. Stosowanie promieniowania dalekiej podczerwieni i mikrofal daje
widmo rotacyjne, widmo oscylacyjne otrzymuje sie pod wplywem promieniowania
podczerwonego, a efektem oddziatywania promieniowania UV-Vis jest elektronowe widmo
absorpcyjne. Techniki te stuzg do okres$lania struktury, symetrii czasteczek, rodzaju
oddziatywan pomiedzy molekutami, mozna jest stosowaé¢ do oznaczen iloSciowych i
jako$ciowych 8.
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Rys. 6.8 Widmo promieniowania elektromagnetycznego °.

6.2.1 Spektofotometria UV-Vis

Spektrofotometria UV-Vis (ang. ultra-violet, UV, ang. visible, Vis) nalezy do
najstarszych metod instrumentalnych. Polega na iloSciowym pomiarze absorpcji albo
transmisji $wiatta widzialnego lub nadfioletowego przez prébke (Rys. 6.9) 8. Pomiar absorpcji
promieniowania odbywa sie przez pordwnanie intensywno$ci zabarwienia dwdch
roztworédw, z ktorych jeden jest roztworem wzorcowym, drugi badanym. W rezultacie
otrzymuje sie widmo, czyli zalezno$¢ absorbancji (4) w funkcji dtugosci fali (A). Absorbancja
wyraza zdolnos$¢ pochtaniania promieniowania przez dany osrodek.

- | |
:" ?‘\'ﬁll‘! IRARARARRARERY RARARRARATRAY
\ I .'Il .'Il JII Jll JII Jll Jll JII Jll JII Jll Jll Jll Jll II| II| III |I| |II |I| |I| |I| |I| |II |I| |I| |I| |I|

Holographic Spectra

Light Sample Grating
Source

Rys. 6.9 Schemat dziatania spektrofotometru UV-Vis 10,

Diode Array

£

Ostabienie wigzki promieniowania, po przej$ciu przez osrodek absorbujacy o danej grubosci
(b) okresla prawo Lamberta (Ré6wn. 6.12) 8.

I
lnT" =kb=A (6.12) 8
Io - natezenie wigzki promieniowania monochromatycznego padajacego na jednorodny osrodek absorbujacy
I - natezenie wigzki promieniowania po przej$ciu przez o$rodek absorbujacy

k - wspoétczynnik absorpcji

Dla roztworu absorbancja proporcjonalna jest zaréwno do grubo$ci warstwy absorbujacej jak
i do jego stezenia (prawo Lamberta-Beera, Rown. 6.13)
In = kbc = A (6.13) ®

I

Technika ta stuzy do oznaczen jakos$ciowych i iloSciowych substancji absorbujacych
promieniowanie w zakresie UV-Vis oraz do badania réwnowag reakcji chemicznych 8.
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6.3 Techniki mikroskopowe
6.3.1 Skaningowa mikroskopia elektronowa

W skaningowym mikroskopie elektronowym (SEM) obraz powstaje na podstawie
analizy sygnatéw pradowych pochodzacych z oddzialywania wigzki elektronéw z
powierzchnig probki, ktérej rozmiar i grubo$é ograniczone sa jedynie wielko$ciga komory
mikroskopu 11. W dziale elektronowym wytwarzana jest wigzka elektrondw, ktéra za pomoca
soczewek kondensatorowych i elektromagneséw jest przyspieszana i ogniskowana na
badanym obiekcie (Rys. 6.10). Obok probki znajduje sie licznik elektronéw odbitych od
powierzchni, ktére wpadajagc do niego powoduja powstanie sygnatu pragdowego. Cze$¢
elektroné6w moze zosta¢ pochtonieta przez badany materiat, co takze stuzy do tworzenia
obrazu. SEM moze takze dostarcza¢ informacji o ilosci i sktadzie pierwiastkowym prébki oraz
o strukturze krystalograficznej. W celu unikniecia jonizacji gazéw przez wysokoenergetyczne
promieniowanie i umozliwienia swobodnego poruszania sie elektrondw, pomiary wykonuje
sie w warunkach wysokiej prézni.

Emitter/ SEM layout and function
electron gun \“u._

Condenser
lenses
Deflection
coils

Final lens f%

Specimen |

Amplifier

Electron

detector Image builds up scan by scan

of the beam and line by line
on the screen

Rys. 6.10 Schemat dziatania skaningowego mikroskopu elektronowego 12.

6.3.3 Mikroskopia sil atomowych

Mikroskop sit atomowych (ang. atomic force microscope, AFM) dziata w oparciu o
skanujgca sonde, ktdrej funkcje pelni zaostrzona igta umieszczona na koncu elastycznej belki
(Rys. 6.11) 5. Od belki odbija sie swiatto lasera i pada na detektor, fotodiode. Sity wywierane
przez powierzchnie na igle, powoduja wygiecie belki i odchylenie wigzki lasera. Sygnat z
detektora jest wiec funkcjg stopnia wygiecia belki i moze by¢ rejestrowany w funkcji
powierzchniowego potozenia sondy. AFM umozliwia uzyskanie obrazu z atomowa zdolnoscig
rozdzielczg, a nawet obserwacje wigzan chemicznych 13.
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Rys. 6.11 Schemat dziatania mikroskopu sit atomowych 14,

6.4 Stosowane odczynniki i aparatura

6.4.1 Odczynniki chemiczne

H2S04 (98,08%, Chempur), NHz (25%, Chempur), HCl (36,46%, Chempur), acetonitryl
bezwodny (99,8%, Sigma-Aldrich), etanol (96%, Chempur), 2-propanol (299,8%, Merck),
methanol (99,8%, Chempur) KOH (Sigma-Aldrich), NaOH (POCH), KCI (Sigma-Aldrich),
NaClOs (Fluka), Na;SOs (POCH), 98% tert-butyloferrocen (t-BuFc, 98%, ABCR), kwas
mrowkowy (98% Chempur), H202 (30%, Chempur), kwas 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy)
(DTNB, Sigma-Aldrich), bromek cetylotrimetyloamonu (CTAB, Sigma-Aldrich),
2-[(hydroksyimino)metylo]-1-metylopiryd-1-yna (2-PAM, Sigma-Aldrich), KsFe(CN)¢ (Sigma-
Aldrich), Ru(NH3)¢Cl; (Strem Chemicals Inc.), Na;HPO4 (POCh), NaH,PO4+H20 (POCh), sél
diamoniowa kwasu 2,2'-azyno-bis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) (ABTS(NHa4)2,
98%,Sigma-Aldrich), chlorek acetylochotiocholiny (ATCI, 99%, TLC, Sigma-Aldrich), jodek
acetylotiocholiny (ATI, Sigma-Aldrich), a-D-glukoza (96%, Sigma-Aldrich), dopamina (Sigma-
Aldrich), kwas moczowy (ABCR), L(+)-kwas askorbinowy (Riedel-de Haén), monohydrat
kwasu cytrynowego (Chempur), Nafion (5%, Sigma-Aldrich), woda demineralizowana (Elix
System, Milipore), argon (N5.0, Multax), tlen (N5.0, Multax), PVA-AWP (Toyo Gosei Kogyo Co
(Chiba, Japan), otrzymany od dr Eleny Jubete, 14-CIDETEC, Centre for Electrochemical
Technologies, San Sebastian, Hiszpania).

Prekursory procesu zol-zel: tetrametoksysilan (TMOS, 99%, Sigma-Aldrich),
n-oktyltrietoksysilan (OTEOS, 95%, ABCR), siarczan
trietoksysililiopropylo(polietylenooksy)propylo potasu (TPSp, 11 PEG units, ABCR), chlorek
N-trimetoksysililopropylo-N,N,N-trimetyloamonu (TMAp, 50% roztwér w MeOH, ABCR),
chlorek N-tetradecylo-N,N-dimetylo-N-[3-(trimetoksysililo)propylo]amonu (TDAp, ABCR).
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Pestycydy fosforoorganiczne: paraokson (Px), malaokson (Mx), TEPP, chlorfenwinfos
(CFV), paration, fosmet, malation, dichlofos, diazinon, chlorpyrifos, trichlorfon (Sigma-
Aldrich).

Enzymy: oksydaza bilirubiny izolowana z Myrothecium verrucaria (EC 1.3.3.5, 2,55 U mg,
Amano Enzyme Ic.), acetylocholinoesteraza: izolowana z Electric Eel (EE, Type VIS, Sigma-
Aldrich), izolowana z Drosophila melanogaster genetycznie modyfikowana B394 (otrzymana
od dr Eleny Jubete, 14-CIDETEC, Centre for Electrochemical Technologies, San Sebastian,
Hiszpania).

Nanostruktury: nanoczastki wegla funkcjonalizowane grupami fenylosulfonowymi (CNP,
Emperor 2000, Cabot Corporation), nanoczastki ztota stabilizowane grupami: 1-(11-
merkaptoundekano)-3-metylo-imidazoliowymi  oraz  sulfonianem  11-merkapto-1-undecanu
(syntezowane przez dr Macieja Paszewskiego), nanorurki wegla: gotowane w kwasie (CNTy,
SWCNT Elicarb, UK) oraz funkcjonalizowane sulfonianem pirenu (CNTps) (otrzymane od dr
hab. Martina Jonsson-Niedziétki, IChF PAN)

Anoda ogniwa hybrydowego: drut Zn (d = 250 um, 99,95%, Goodfellow)

6.4.2 Aparatura

AFM: Nanoscope V controller (Bruker), MultiMode Scanning Probe Microscope (Veeco),
pomiary wykonywane w trybie kontaktowym

Mikroskop metalograficzny Nikon Eclipse LV 50 z kamerg DS-U1

Myjka ultradzwiekowa EMAG Emmi-12 HC

Potencjostat: Autolab (Methrom AG)

Potautomatyczna drukarka DEK 248 screen-printing system (DEK, UK)

SECM: CHI900B SECM (CH Instruments)

SEM: FEI Nova NanoSEM 450, Zeiss Supra Field Emission microscope

Spektrofotometr UV-Vis Thermo Evolution 300

Wysokorozdzielczy skaningowy transmisyjny mikroskop elektronowy HITACHI HD2700

Zasilacz do elektroforezy: Mini Pro 300V Power Supply, Major Science

Rozktad i wielko$¢ poréw oznaczano w Instytucie Inzynierii Chemicznej Polskiej Akademii

Nauk w Gliwicach przez dr Janusza Malinowskiego
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7. Submikroczastki polikrzemianowe syntezowane
zmodyfikowang metodg Stobera

Do wytworzenia porowatej powierzchni elektrod typu LbL zastosowano
funkcjonalizowane czastki polikrzemianowe. Zsyntezowano je metode Stobera ! znana od
1968 roku, oparta na procesie zol-zel, zmodyfikowanym przez uzycie surfaktanta,
umozliwiajacego powstanie porowatej struktury 2. Bromek cetylotrimetyloamonu (CTAB)
petit role szablonu dla poréw. Tworzy on micelowe dendryty wokot ktérych kondensuje
polikrzemian. Po usunieciu surfaktanta w strukturze czastki pozostaja puste przestrzenie
(Rys. 7.1). W celu funkcjonalizacji powierzchni stosuje sie mieszanine prekursoréow
polikrzemianowych. Jako podstawowy i niezbedny do kondesacji, TMOS, oraz drugi, ktéry
wbudowujac sie w strukture polikrzemianowa modyfikuje powierzchnie réznymi grupami
funkcyjnymi zmieniajgc jej wtasciwosci (Rys. 7.1).

Q TMOS Q  drugiprekursor %‘% micela surfaktanta
Rys. 7.1 Schemat tworzenia czastek polikrzemianowych zmodyfikowang metoda Stébera.
Zmieniajac rodzaj drugiego prekursora, przygotowano trzy rodzaje czastek:

e Chlorek N-tetradecylo-N,N-dimetylo-N-[3-(trimetoksysililo)propylo]amonu
(TDApD, Rys. 7.2), uzyskanym czgstkom nadano nazwe TDA
CHs

HiC O
0-Si-0

CHs
cr CHs

N~~~
H3C

Rys. 7.2 Struktura TDAp 3.

e Chlorek N-trimetoksysililopropylo-N,N,N-trimetyloamonu (TMAp, Rys. 7.3),
uzyskanym czastkom nadano nazwe TMA

OCH;  CHj
HeCO-Si—" “—N-CH;  ¢f
OCH;  CHs

Rys. 7.3 Struktura TMAp 4.

e Siarczan trietoksysililiopropylo(polietylenooksy)propylo potasu (TPSp, Rys. 7.4),
uzyskanym czgstkom nadano nazwe TPS
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Rys. 7.4 Struktura TPSp S.

W pierwszym etapie syntezy, TMOS i drugi prekursor rozpuszczono w metanolu (MeOH),
nastepnie zmieszano je z roztworem zawierajgcym wode, CTAB, MeOH jako rozpuszczalnik
oraz amoniak petigcy role zasadowego katalizatora reakcji hydrolizy i polikondesacji (Tab.
7.1, Rys. 7.5). Roztwér mieszano przez kolejne 2 godz. za pomoca mieszadta magnetycznego.
Obserwowano stracanie biatego osadu, ktéry nastepnie sgczono pod zmniejszonym
ciSnieniem oraz przemywano etanolem i woda. W celu oczyszczenia czastek i usuniecia
surfaktanta z poréw, osad gotowano w 1 M HCI w etanolu przez kolejne 24 godz. Nastepnie,
czastki sagczono, przemywano woda i suszono na powietrzu.

TDA

o |

N ?H_:‘( +? ° ClcH, O
H,C—{CHz—N—{CH3}—-Si—OMe I |
D » o N—{ordsimo-

CH, 0

HO-Si—0—
1) Hydroliza _ |
M
69 2) Polkondensacja cl (|3H3 (l)

1 + g
Me—O—?i-O—Me Hac_(CHE)ET_(CHE)??l_O_
9 CH, 0
Me |

T™MOS Zmodyfikowana czastka

polikrzeminowa
Rys. 7.5 Proces zol-Zel syntezy funkcjonalizowanych czastek polikrzemianowych TDA.

Tab. 7.1 Substraty uzyte do syntezy trzech rodzajéw czastek polikrzemianowych.

Rodzaj czastek TDA TMA TPS
Odczynnik 1 2 1 2 1 2
TMOS 537 ul - 537 ul - 537 ul -
Drugi prekursor | 95,5 pl - 105,5 pl - 032g -
CTAB - 05g - 05g - 05¢g
H20 - 10 ml - 10 ml - 10 ml
NH3 - 3ml - 3ml - 3ml
MeOH - 9 ml - 9 ml - 9 ml

Srednica otrzymanych czastek TDA, okre$lona na podstawie obrazéw SEM wynosi
200-400 nm. Ze wzgledu na rozmiar mozna nazywac je submikroczgstkami. Obrazy SEM
czastek TDA przedstawiajg ich nieregularny, owalny ksztatt (Rys. 7.6).
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EHT= 200K/ WD=41mm h “’“ EHT = 2004/ WD= 4.1mm
Signal A= InLens __ Mg = 10000 KX IWC PAN \ Sigaal A= intens M0 = 50.00 KX WC PAN

Rys. 7.6 Obrazy SEM submikroczastek polikrzemianowych TDA.

zE18%

Natomiast obrazy skaningowej transmisyjnej mikroskopii elektronowej (STEM) ukazujace
topografie powierzchni, pokazuje silnie rozwinietg powierzchnie czastki (Rys. 7.7). Niestety
obrazy transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) nie potwierdzily porowatosci
wewnetrznej. By¢ moze jest to spowodowane jednakowa wielko$cig poréw wewnetrznych i
zewnetrznych, co sprawito, ze zobrazowanie poréw wewnetrznych przy duzej grubosci
probki nie byto mozliwe.

ST :

Rys. 7.7 Obraz STEM czastki TDA.

Adsorpcja azotu w temperaturze 77 K wykazata porowato$¢ otrzymanych czastek. Ich
powierzchnie wtasciwg okreslono na podstawie izotermy BET. Dla czgstek TDA wynosi
330,98 m2gti jest mniejsza od powierzchni czgstek syntezowanych w zblizony sposéb 2é.
Srednia $rednica poréw wynosi 2,6 nm (Rys. 7.8). Oznacza to, Ze czastki te naleza do grupy
materiatéw mezoporowatych 7.

-1
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‘_C

" 014f 8B

® | ]
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= n

3 o7}

) ]

o

0

K

% 0,00} "ing g .
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Odpowiednik szerokosci poréw / nm

Rys. 7.8 Objetos¢ i rozktad wielko$ci poréw czastki TDA na podstawie izotermy Dubinin-Astakhov.

Woltamperometria cykliczna postuzyta do zbadania zdolno$ci czastek TDA do
akumulacji jonéw. W tym celu na ITO z ograniczong powierzchnia, naniesiono krople 5 pl
zawiesiny TDA w metanolu (5 mg ml!) (ITO-TDA). Po catkowitym odparowaniu
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rozpuszczalnika, zanurzono elektrode w roztworze 104 M K3[Fe(CN)e] lub 104 M Ru(NH3)eCl3
w 0,1 M NaClOs. W przypadku czastek TDA, podobnie jak dla niemodyfikowanego ITO,
podczas cyklowania nie obserwowano zadnych zmian w rejestrowanych
woltamperogramach. Wskazuje to na brak akumulacji zar6wno kation6éw jak i anion6w. Brak
akumulacji heksacyjanozelazianéw (III), moze by¢ spowodowany hydrofobowym
charakterem grup funkcyjnych TDA.

Ksztatt czastek TMA (Rys. 7.9) i topografia powierzchni zblizona jest do czastek TDA
(Rys. 7.6).

. N
100 nm

. N ; ;
a) B e ﬁ — el T b)
Rys. 7.9 Obraz: a) SEM, b) STEM, submikroczastek polikrzemianowych TMA.

Powierzchnia wtasciwa czastek TMA jest nieco wieksza od TDA i wynosi 412,39 m2 g
Srednia $rednica poréw natomiast 2,7 nm (Rys. 7.10).

-

3

Objetosé porow / cm’g'nm
o
N

o
-
u

L
=)

1 2 3 4 5 6
Odpowiednik szerokosci poréw / nm
Rys. 7.10 Objetos¢ i rozktad wielkosci poréw czastki TMA na podstawie izotermy Dubinin-Astakhov.

Woltamperogramy rejestrowane na ITO pokrytym czastkami TMA (ITO-TMA) w roztworze
10-+M K3s[Fe(CN)¢], charakteryzuja sie systematycznym wzrostem pradu pikéw utleniania-
redukcji do osiggniecia plateau (Rys. 7.11a). Sugeruje to akumulacje anionéw, odbywajaca sie
na zasadzie wymiany przeciwjonu grup funkcyjnych czastek. Po umyciu elektrody i
zanurzeniu do czystego elektrolitu podstawowego, obserwuje sie stopniowy spadek
rejestrowanego pradu zwigzany z wyplukiwaniem zakumulowanych na czgstkach anionéw
(Rys. 7.11b). Eksperyment przeprowadzony w roztworze 104 M Ru(NH3)sCl; nie wykazat
akumulacji kationu heksaaminorutenu (III) gdyz nie zaobserwowano wzrostu pradu pikéw
na rejestrowanych krzywych woltamperometrycznych.
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Rys. 7.11 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na ITO pokrytym kroplg 5 ul TMA w metanolu
(5 mg ml1) (ITO-TMA) w: a) 10-4M Ks[Fe(CN)e], 0,1 M NaClO4, akumulacja anionéw, kolejne cykle:1-30,
b) 0,1 M NaClO4, wymywanie zakumulowanych aniondw, kolejne cykle: 1-30, v=10 mV s-1.

W poréwnaniu do niemodyfikowanego ITO, w pierwszym cyklu zarejestrowanym na
ITO-TMA, w roztworze jonéw heksacyjanozelazianowych (III), obserwuje sie przesuniecie
potencjatu i obnizenie pradéw pikéw (Rys 7.12). Moze to Swiadczy¢ o czeSciowym
blokowaniu elektroaktywnej powierzchni ITO, nieprzewodzacymi czastkami TMA.

15} ITO-TM;/'
' /
o o}
<
3
< ITO
— -15¢
-30

0.0 0.3 0.6
E vs. Ag|AgCl / V
Rys. 7.12 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane w 10-4 M K3[Fe(CN)s], 0,1 M NaClO4+ na
niemodyfikowanym ITO (czarna krzywa), na ITO-TMA - pierwszy cykl akumulacji (czerwona krzywa) i po 50 min
akumulacji (fioletowa); na ITO-TMA w 0,1 M NaClO4 - po 50 min wymywania jonéw (niebieska krzywa),
v=10 mV s

Czastki TPS pokryte ujemnie natadowanymi grupami funkcyjnymi charakteryzuja sie
morfologig zblizong do czastek TDA i TMA (Rys. 7.13).

EHT= 200k¢ WD= 34mm

nlens  Mag= 100.00 K X WC PAN b)

Rys. 7.13 Obraz: a) SEM, b) STEM, submikroczastek polikrzemianowych TPS.
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Rozwiniecie powierzchni czastek TPS dobrze widoczne jest na obrazach STEM (Rys. 7.13b,
7.14), a szczegOlnie na powiekszonym fragmencie (Rys. 7.14b).

b) . Y s

a)
Rys. 7.14 Obraz STEM: a) submikroczastki polikrzemianowej TPS, b) powiekszenie fragmentu czastki
TPS.

Powierzchnia wtasciwa czastek TPS wynosi 1051,63 m2g-ti jest znacznie wieksza od TDA oraz
TMA. Natomiast $rednia Srednica poru tej czastki wynosi 2,2 nm, czyli jest najmniejsza (Rys.
7.15).
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Rys. 7. 15 Objetosc¢ i rozktad wielkosci poréw czastek TDA, izoterma Dubinin-Astakhov.

Na elektrodzie ITO pokrytej czastkami TPS (ITO-TPS) zaobserwowano niewielkg akumulacje
kationu heksaaminorutenu (III), ktéry nastepnie ulegt praktycznie catkowitemu wymyciu
(Rys. 7.16).

ITO-TPS
5} \

. /
<

- |

ITO
-10 [ A A A A
-0,4 -0,2 0,0 0,2

E vs. Ag|AgCl / V
Rys. 7.16 Krzywa woltamperometryczna zarejestrowana na niemodyfikowanym ITO w 10-4M Ru(NH3z)sClz, 0,1 M
NaClO4 (czarna krzywa) oraz na ITO-TPS: w 10-#M 10-4 M Ru(NH3)6Cls, 0,1 M NaClO4 - pierwszy cykl akumulacji
(czerwona krzywa) i cykl po 50 min akumulacji (fioletowa krzywa); w 0,1 M NaClO4 - po 50 min wymywania
jonoéw, roztwdr nasycony argonem, v=10 mV s-1.
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Stosujac  zmodyfikowana metode Stobera, przygotowano trzy rodzaje
mezoporowatych sumikroczastek polikrzemianowych, pokrytych dodatnimi grupami
funkcyjnymi: TDA i TMA oraz ujemnymi grupami: TPS. Otrzymane czastki
scharakteryzowano przy uzyciu technik obrazowania SEM i STEM. Zbadano takze ich
porowatos¢ oraz zdolnosci akumulacji jonéw. Okazato sie, ze czastki TMA bardzo dobrze
akumuluja aniony heksacyjanozelazianowe (III), a czastki TPS w niewielkim stopniu
akumuluja kationy heksaaminorutenu (III).
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8. Zlote elektrody otrzymane metodg warstwa-po-warstwie

8.1 Elektrody zlote, Au-Au

Metode LbL zastosowano do przygotowania elektrod modyfikowanych réznoimiennie
natadowanymi nanoczastkami ztota bez uzycia polielektrolitow lub innych molekut
spajajacych czastki. Warstwy utworzono w oparciu o oddziatywania elektrostatyczne grup
funkcyjnych czastek.

Elektrody modyfikowane AuNP (Au-Au) utworzono przez naprzemienne zanurzanie
ITO w zawiesinach réznoimiennie natadowanych nanoczastek ztota (Rys. 8.1). AuNP(+)
stabilizowane byty  grupami 1-(11-merkaptoundekano)-3-metylo-imidazoliowymi,
syntezowanymi wedtug wczesniej opisanej procedury !. Natomiast ujemnie natadowane
AuNP(-) pokryte byty sulfonianem 11-merkapto-1-undecanu. Srednice czastek okreslono za
pomoca dyfraktometrii rentgenowskiej (ang. small angle X-ray diffraction) na 6,5 nm
(AuNP(+)) oraz 59 nm (AuNP(-)). Do osadzenia warstw uzyto zawiesiny AuNP(+) w
metanolu (MeOH) o stezeniu 1,1 mg g! oraz AuNP(-) o stezeniu 1,6 mg g! w wodzie. ITO
najpierw zanurzano w zawiesinie AuNP(+) na 5 s, pozostawiano do wyschniecia, nastepnie
ptukano w czystym rozpuszczalniku w celu usuniecia stabo zaadsorbowanych czastek. Po
czym procedure powtarzano z uzyciem AuNP(+). W ten sposob tworzono jedng podwojna
warstwe zawierajaca czastki AuNP(+) i AuNP(-). Osadzanie rozpoczeto od czgstek dodatnich
ze wzgledu na ujemny tadunek powierzchni ITO, ktérego punkt izoelektryczny miesci sie
pomiedzy 4 a 6 2. Przygotowano elektrody pokryte n-liczbg warstw (Au-Au(n),n=1, 3, 6, 9).

N SN
'_lg‘ . - .s/\ME\so;
i:. - ‘S/M\NQ/NT

Rys. 8.1 Schemat procedury LbL przygotowania elektrod Au-Au.

Zmiana liczby zanurzen i wynurzen ITO w zawiesinach AuNP, umozliwia kontrole stopnia
jego pokrycia, a tym samym wtasciwosci otrzymywanego materiatu. Rys. 8.2 przedstawia
zdjecie elektrod ITO czeSciowo pokrytych AuNP. Gotym okiem widoczna jest juz jedna
warstwa materiatu, a powyzej szeSciu pojawia sie zotty refleks, charakterystyczny dla litego
ztota 3.

Rys. 8.2 Zdjecie elektrod Au-Au pokrytych, od lewej: jedng, trzema, szeScioma i dziewiecioma warstwami.
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Elektrody Au-Au s3 stabilne mechanicznie, ich struktura pozostaje nienaruszona nawet po
godzinie sonikowania w wodzie, nie mozna ich tez przypadkowo zetrze¢. Obrazy SEM
pokazuja, ze juz trzy warstwy nanoczastek ztota catkowicie pokrywaja powierzchnie ITO lub
wafla krzemowego, ktérego uzyto specjalnie do niektérych zdje¢ SEM, ze wzgledu na jego
niska chropowatos¢ (Rys. 8.3).
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Rys. 8.3 Obrazy SEM elektrody: a) Au-Au(3) osadzone na krzemie, b) Au-Au(6) osadzone na ITO.

Obrazy AFM (Rys. 8.4) sugeruja, ze zwiekszanie ilo$ci warstw powoduje przede wszystkim
zapetnianie wolnych przestrzeni pozostalych pomiedzy wcze$niej osadzonymi
nanoczgstkami.

a b c
) Rys. 8.4 Obrazy AFM ukazujq)ce topografie elektrod: a) Au-Au(3), I)J) Au-Au(6), c) Au-Au(9).

Pomiar grubosci warstw Au-Au wykonano za pomocg AFM. W tym celu, zdrapano skalpelem
cze$¢ osadzonego materiatu i zmierzono jego grubo$¢ wzgledem ITO (Rys. 8.5). Otrzymane
wyniki wskazuja na to, Ze podczas naktadania kilku pierwszych warstw, na powierzchni ITO
tworzy sie monowarstwa AuNP. Kontynuowanie osadzania, zwieksza jej grubos¢. Kazde
zanurzenie powoduje zwiekszenie grubosci pokrycia o ok. 8 nm. Jest to nieco wiecej niz
$rednica uzytych czastek, co oznacza, ze nowo powstata struktura elektrody nie sktada sie z
uporzadkowanych warstw.
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b) )
acy: a), b) zdrapany fragment osadzonego zlota na Au-Au(9), ciemniejsza cze$¢
odpowiada ITO, c¢) grubos¢ poszczegélnych warstw elektrod Au-Au okreslona za pomocg AFM.

Ze zwiekszaniem ilosci depozytu, fioletowo-rézowy kolor elektrod staje sie coraz
bardziej intensywny (Rys. 8.2), wskazujac na to, Ze nanoczastki na powierzchni elektrody nie
ulegaja silnej agregacji. Teze te potwierdza widmo UV-Vis przedstawiajace
charakterystyczny, dobrze wyksztatcony pik absorpcji przy dilugosci fali réwnej 553 nm
(przesuniety do 564 + 1 nm dla grubszego depozytu), typowy dla SPR (Rys. 8.6a) % Pik
absorpcji przesuniety jest w kierunku czerwonej czesci widma w poréwnaniu do piku
zarejestrowanego dla AuNP o $rednicy ponizej 10 nm (517 nm 4). Swiadczy to o agregacji
AuNP do s$rednicy kilkudziesieciu nm, co najmniej o rzad wielkosci wiekszej od poczatkowej
wielkos$ci AuNP. Rejestrowana absorbancja, jest proporcjonalna do ilo$ci osadzonych warstw
AuNP, co potwierdza wnioski uzyskane z pomiaré6w AFM (Rys. 8.6b).
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Rys. 8.6 a) Widma UV-Vis rejestrowane na elektrodach Au-Au(1,3,6,9) w powietrzu, wzgledem
niemodyfikowanego ITO, b) absorbancja piku w funkgji liczby warstw Au-Au(n).

W dalszych eksperymentach skupiono sie na ogo6lnej charakterystyce
elektrochemicznej elektrod Au-Au oraz sprawdzeniu ich wtasciwosci elektrokatalitycznych.

Woltamperogram cykliczny zarejestrowany w $rodowisku kwasnym ma
charakterystyczny ksztatt, nazywany ,odciskiem palca” ztota (Rozdz. 1.2.1, Rys. 8.7a). Piki
utleniania-redukcji odpowiadajg tworzeniu i rozpuszczaniu sie tlenkéw na powierzchni
nanoczastek ztota (Rdwn. 1.1). Prad pikdéw rosnie wraz z liczbg osadzanych warstw (Rys.
8.7a). Obserwuje sie rowniez wzrost pojemnosci warstwy podwdjnej elektrody (Rys. 8.7b).
Dla dziewieciu warstw przyrost nie jest juz bardzo wyrazny, co moze by¢ zwigzane z gestym
upakowaniem AuNP, o czym $wiadczy takze pojawienie sie ztotego refleksu na elektrodzie.
Ladunek jaki przeptynat podczas redukcji monowarstwy tlenkéw, postuzyt do obliczenia
rzeczywistej powierzchni elektroaktywnej elektrody zlotej. Do tego celu uzyto obliczong
warto$¢ tadunku zwigzanego z redukcjg tlenkdw na powierzchni polikrystalicznego ztota,
390 = 10 pC cm2 5. Obliczona na tej podstawie powierzchnia rzeczywista przygotowanych
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elektrod wynosi 0,05, 0,33, 0,8 oraz 1,46 cm? odpowiednio dla jednej, trzech, szesciu i
dziewieciu warstw. Poréwnujac jg do geometrycznej powierzchni elektrody (0,2 cm?2), w
przypadku jednej warstwy pokrycie ztotem jest minimalne, ale w przypadku dziewieciu
warstw, powierzchnia jest juz siedmiokrotnie wieksza.

2
9
o [
‘e 120} -
~ 1 6 o
¥ L
§ 0 , \: 8o )
£ 3
~ c
~ 4l E 40
9
o
]
2L N N N N 0 N N N
0,0 0,4 0,8 1,2 1,6 3 6 9
a) E vs. Ag|AgCl / V b) n

Rys. 8.7 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodach Au-Au(1,3,6,9) w 0,1 M H2S04, 2-gie
cykle, v =100 mV s-1, b) pojemno$¢ warstwy podwdjnej (zmierzonej przy E = 0,2 V na Rys. 8.7a) w funkcji liczby
warstw Au-Au(1,3,6,9).

Podobng =zalezno$¢ gestosci pradu od liczby warstw odnotowano w przypadku
nieodwracalnej redukcji nadtlenku wodoru, przy potencjale poczatkowym ok. 0,35 V (Rys.
8.8). Otrzymana gesto$¢ pradu jest znacznie mniejsza od rejestrowanej na elektrodzie
przygotowanej w taki sam sposéb z CNP é.

-2

j/pAcm
+
I
o]

-20 . : . : . .
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,0 0,3 0,6

E vs. Ag|AgCI/V b) E vs. Ag|AgCl / V

a)
Rys. 8.8 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) Au-Au(6) w 0,1 M H2S04 (czarna krzywa)
i z dodatkiem 0,05 M H202 (czerwona krzywa), b) Au-Au(1,3,6,9), na niemodyfikowanym ITO oraz na Au (ztocie
naparowanym na szkto ,gold arrandee™”), w nasyconym argonem 0,05 M H202 w 0,1 M H2S04, 2-gie cykle,
v=10 mV s

W kolejnym eksperymencie majacym na celu sprawdzenie stopnia rozwiniecia
powierzchni elektrod, zastosowano aktywng elektrochemicznie, nierozpuszczalng w wodzie
ciecz organiczng, tert-butyloferroncen (tBuFc) 78. Na elektrodzie osadzono 5 pl roztworu
tBuFc w heksanie, w stosunku objetosciowym 1:1000. Po odparowaniu rozpuszczalnika na
elektrodzie pozostato ok. 25 nmoli tBuFc. Proces redoks tBuFc zachodzi nastepujaco 7:

tBuFc (org) «<— tBuFc* (org) +e (8.1)7

Na niezmodyfikowanym ITO, tBuFc tworzy krople blokujaca cze$ciowo elektrode przez co
proces zachodzi mato efektywnie (Rys. 8.9a). Natomiast na rozwinietej powierzchni
elektrody, np. pokrytej nanoczastkami, tBuFc ulega rozproszeniu i jego utlenianie moze
przebiega¢ z wysoka wydajnoscia na granicy trzech faz: elektrodalaktywna redoks ciecz
organicznalelektrolit 78. Maksymalny prad utleniania obserwuje sie na Au-Au(6), co
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potwierdza geste upakowanie AuNP w grubszych depozytach (Rys. 8.9a). Z tadunku piku
anodowego drugiego cyklu, korzystajac z prawa Faradaya obliczono, Ze na elektrodzie Au-
Au(6) utlenieniu ulegto jedynie 0,63 nmola depozytu. Wydajno$¢ procesu na kazdej z
elektrod, obliczono ze stosunku tadunku piku anodowego do tadunku jaki jest potrzebny na
utlenianie catego 25 nmol tBuFc (Qor = 2,41 mC). Wynosi ona dla ITO niemodyfikowanego
0,4%, oraz 1,6%, 1,56%, 2,54%, 1,68% odpowiednio dla Au-Au(1), Au-Au(3), Au-Au(6) i Au-
Au(12). Wraz z kolejnymi cyklami na woltamperogramie obserwuje sie stopniowy spadek
rejestrowanego pradu pikéw (Rys. 8.9b). Moze to by¢ zwigzane z przejSciem generowanego
kationu tBuFc* do fazy wodnej w celu utrzymania elektroobojetno$ci depozytu organicznego
(Réwn. 8.2) 7. Fakt ten potwierdza takze stosunek tadunku anodowego do tadunku
katodowego Q./Qx ktéry dla drugiego cyklu wynosi 2,1 (dla Au-Au(6)) i zmniejsza sie w
kolejnych cyklach az do wartosci 0,3 dla dwudziestego cyklu. Konkurencyjnym procesem do
przejscia tBuFc* do fazy wodnej moze by¢ przeptyw przeciwjonu z fazy wodnej do
organicznej (Réwn. 8.3) 7.

tBuFc* (org) «—> tBuFc*(aq) 82)7
tBuFc* (org) + ClOs(aq)«<— tBuFc* (org) + ClO4 (org) (8.3)7
30 40}
201
§ e 20} l
£ (5]
6 10}
1 3
= ol = o}
10} 20l
00 0z 04 06 00 0z 04
a) E vs. Ag|AgCI / V b) E vs. Ag|AgCI / V

Rys. 8.9 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane po osadzeniu 25 nmol tBuFc na: a) ITO (r6zowa krzywa)
oraz na Au-Au(1,3,6,9), 2-gie cykle, b) Au-Au(6), kolejne cykle 1-20; 0,1 M NaClO4, v=10 mV s-1.

Badanie wlasciwos$ci elektrokatalitycznych elektrod Au-Au, rozpoczeto od reakcji
redukgc;ji tlenu w §rodowisku kwasnym (Rys. 8.10). Zaobserwowano przesuniecie potencjatu
redukcji o ok. 0,5 V w stosunku do ITO. Dla depozytu grubszego od trzech warstw, nie
rejestrowano znaczacych zmian pradu i potencjalu redukcji tlenu. Widoczna na
woltamperogramach histereza wynika z aktywacji powierzchni elektrody przez wydzielany
przy nizszych potencjatach wodér, co potwierdzity pozniejsze badania opisane w Rozdz. 8.2.
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E vs. Ag|AgCl / V

Rys. 8.10 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na ITO oraz Au-Au(1,3,6,9) w nasyconym tlenem
0,1 M H2S04, 2-gie cykle, v=10 mV s-L.
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Rys. 8.11 przedstawia woltamperogramy redukcji tlenu w $rodowisku alkalicznym (0,1 M
KOH) na elektrodzie Au-Au(1). Reakcja ta przebiega wedtug innego mechanizmu niz w
srodowisku kwasnym. Pierwszy pik redukcji przy potencjale ok. -0,3 V odpowiada reakcji
redukcji O; do HOz;, drugi natomiast przy -0,85 V redukcji HOz- do OH- °. W pierwszym cyklu
(Rys. 8.11 czerwona krzywa) wystepuje wylacznie pik przy potencjale -0,85 V, pik przy -0,3 V
pojawia sie w drugim cyklu (zielona krzywa) i podczas cyklowania elektrody sukcesywnie
wzrasta warto$¢ jego pradu. W kolejnych cyklach pojawia sie takze pik utleniania przy
ok. 0,1 V, prawdopodobnie zwigzany z reakcja utlenienia OH-do 02 19. Proces ten dostarcza

substratu i wspomaga proces redukcji tlenu, zazwyczaj obserwowany jest w obecnos$ci
jodkéw lub bromkéw w elektrolicie 10.
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Rys. 8.11 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na Au-Au(1), w nasyconym tlenem 0,1 M KOH,
kolejne cykle: 1-20,v=10 mV s-.

Nastepnie zbadano wtasciwosci katalityczne elektrod Au-Au w stosunku do utleniania
cysteiny (Cys, Rys. 8.12). Niemodyfikowane ITO nie wykazuje takich wtasciwosci (Rys. 8.12a),
ale juz jedna warstwa Au-Au powoduje pojawienie sie piku utleniania Cys, natomiast
zwiekszenie ich liczby do trzech nieznacznie poprawia potencjat poczatkowy utleniania oraz
zwieksza prad piku (Rys. 8.12a). Osadzanie kolejnych warstw nie ma wiekszego wptywu na
efekt katalityczny. Reakcja zachodzi prawdopodobnie wedtug mechanizmu Réwn. 5.15 11
Pojawienie sie dwoch pikow utleniania Cys moze by¢ zwigzane z tworzeniem sie wiekszych
agregatdéw Au i zaj$ciem procesu na czastkach o réznej wielkosci lub ksztatcie. Ze wzgledu na
nieodwracalny charakter procesu, zmiana stezenia Cys, powoduje zmiane ksztattu i
potencjatu piku, prawdopodobnie przez adsorpcje Cys na powierzchni zlota i nakladanie sie
pikoéw przy wiekszym stezeniu Cys.
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Rys. 8.12 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) niemodyfikowanym ITO oraz Au-Au(1,3,6,9),
2-gie cykle, 5 mM Cys, b) Au-Au(3) w Cys o stezeniu 0,5-2,1 mM; 0,1 M bufor fosforanowy pH =5, 2-gie cykle,
v=10 mV s
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Utlenianie glukozy w S$rodowisku zasadowym jest kolejnym przykladem
zastosowania elektrod Au-Au w elektrokatalizie. Otrzymane krzywe woltamperometryczne
charakteryzuja sie podobnym ksztattem do odnotowanego w literaturze (Rozdz. 1.2.1). W
pierwszym cyklu polaryzacji nie obserwowano zadnego sygnatu, ale dalsze cyklowanie
elektrody powoduje aktywacje AuNP i umozliwia utlenienie glukozy (Rys. 8.13a). Pierwszy
pik anodowy na Au-Au(3) formuje sie przy potencjale poczatkowym -0,55 V i odpowiada
utlenianiu glukozy do glukonolaktonu, ktéry ulega kolejnej reakcji utlenienia do laktonu przy
potencjale -0,1 V. W trakcie polaryzacji katodowej pojawia sie ostry anodowy pik, nazywany
odwréconym (ang. invertead peak) °. Odpowiada on bezposredniemu utlenieniu glukozy na
centrach aktywnych powstaltych po redukcji powierzchniowych tlenkéw ztota.
Niemodyfikowane ITO nie wykazuje takich wtasciwosci katalitycznych, a na litym zlocie
potencjal poczatkowy utleniania glukozy jest wyzszy od rejestrowanego na Au-Au i wynosi
ok.0,0V.

3F
3}
o e 2}
¥ ]
§ 2f < i
< 30-ty cykl £ 3
E 1 20-ty cykl i 1
— [ 10ty cyki Au
1-y cyki ol Y ITo
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
a) E vs. Ag|AgCI / V b) E vs. Ag|AgCl / V

Rys. 8.13 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) Au-Au(3), wybrane cykle, b) Au-Au(1,3), na ITO
oraz na Au (ztocie naparowanym na szkto, ,gold arrandee™”), nasycony argonem roztwér 10 mM glukozy
w 0,05 M KOH, 30-te cykle, v=20 mV s-L.

Zarejestrowano woltamperogramy dla kilku wybranych stezen glukozy i zaobserwowano
jego wplyw na wielko$¢ rejestrowanego pradu piku (Rys. 8.14). Do detekcji glukozy
korzystniejsze jest uzycie wyzszego potencjatu, na ktéry nie maja wptywu procesy
wspoétzachodzace, jak redukcja tlenu, ktéry pomimo nasycenia argonem mogt pozostaé¢ w
roztworze.
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Rys. 8.14 Zalezno$¢ gestosci pradu od stezenia glukozy przy E = 0,25 Vi E = -0,25 V, na podstawie krzywych
woltamperometrycznych utleniania glukozy, zarejestrowanych na Au-Au(3) (Rys. 8.13b).

Podsumowujgc, przygotowano stabilng elektrode modyfikowang roéznoimiennie
natadowanymi nanoczastkami ztota z uzyciem metody LbL. Stopieni pokrycia kontrolowano
liczbg wynurzen i zanurzen, otrzymujac w ten sposéb rézng ilos¢ warstw (1-9) osadzona na
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ITO. Trzy warstwy okazaty sie wystarczajace do catkowitego pokrycia ITO. W poréwnaniu do
innych metod, jak wspotadsorpcja AuNP 12, LbL pozwala w prosty i szybki sposéb tworzy¢
trojwymiarowe zlote filmy. Otrzymane elektrody zbadano za pomocg technik
mikroskopowych i elektrochemicznych. Poza podstawowa charakterystyka
elektrochemiczng, przedstawiono wiasciwosci Kkatalityczne elektrod w stosunku do
utleniania cysteiny, glukozy w $rodowisku alkalicznym oraz redukcji tlenu w $rodowisku
kwasnym i alkalicznym.

8.2 Elektrody zloto-polikrzemianowe, Au-TPS

Kolejny rodzaj elektrod utworzono w oparciu o wspomniane wyzej, dodatnio
naladowane nanoczastki ztota (Au(+)) i ujemnie natadowane czastki polikrzemianowe (TPS)
(Rozdz. 7). Do tego celu uzyto zawiesiny AuNP(+) w MeOH o stezeniu 1,1 mg g! oraz TPS w
MeOH o stezeniu 5 mg ml!l. Stosujagc metode LbL, ITO pokryto: jedng, szescioma i
dwunastoma podwdéjnymi warstwami (Au-TPS(n)) (Rys. 8.15).

JuJ

Rys. 8.15 Schemat procedury LbL przygotowania elektrod Au-TPS.

TUTT

W rezultacie otrzymano elektrody (Rys. 8.16) wygladem znaczaco odbiegajace od elektrod
Au-Au. Obecnos¢ TPS powoduje biate, matowe pokrycie elektrody. Duza Srednica tych czastek
(200-400 nm) jest przyczyna powstawania do$¢ grubych warstw, ktore tatwo mozna zetrze¢,
ale ktére sg trwate w trakcie pomiaréw elektrochemicznych. W przypadku Au-TPS nie
obserwowano ztotego refleksu, co spowodowane byto mniejszg liczbg AuNP i ich osadzaniem
na powierzchni duzych czastek TPS.

Rys. 8.16 Zdjecie elektrod Au-TPS pokrytych, od lewej: jedng, sze$cioma i dwunastoma warstwami.

Obraz SEM (Rys. 8.17) przed i po osadzeniu AuNP, przedstawia rownomierne poKkrycie
duzych czastek polikrzemianowych, drobnymi jasnymi punktami odpowiadajacymi
nanoczastkom ztota.

97

http://rcin.org.pl



10 rm. . .
EHT= 200Ky WD = 34mm BT 200Ky WO = 38mm [N

a) ot e e Mg = 250 00 KX ING PAN b) ne MG = 250,00 K X ING PAN

Rys. 8.17 Obrazy SEM: a) czastek TPS, b) elektrody Au-TPS(6).

Na fotografii elektrod (Rys. 8.16) widoczne jest homogeniczne pokrycie ITO, natomiast skala
mikroskopowa (Rys. 8.18) uwidacznia, ze nawet 12 warstw materialu nie powoduje pokrycia
catej powierzchni ITO. Naktadany materiat tworzy raczej wyspy na powierzchni ITO, ktére
stopniowo ulegaja powiekszeniu.

2 3 e
2 i B 200 s n o
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Rys. 8.18 Obrazy SEM elektrody a) Au-TPS(1), b) Au-TPS(6), ¢) Au-TPS(12).

Zmiany w strukturze elektrod Au-TPS widoczne sa na widmie UV-Vis (Rys. 8.19).
Charakterystyczny dla ztota, pik absorpcji wynikajacy z efektu SPR, pojawia sie przy 550 nm
dla elektrody Au-TPS(1) i wraz z naktadaniem kolejnych, ulega przesunieciu az do 570 nm dla
Au-TPS(12). Swiadczy to o duzej iloéci i agregacji nanoczastek ztota, czemu odpowiada tez
delikatny fioletowy kolor elektrod. Nie obserwuje sie piku na widmie zarejestrowanym dla
ITO pokrytego wytgcznie czgstkami TPS (Rys. 8.19, zielona krzywa).
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Rys. 8.19 Widma UV-Vis rejestrowane na elektrodach Au-TPS(1,6,12) oraz ITO-TPS w powietrzu, wzgledem
niemodyfikowanego ITO.

Rys. 8.20a przedstawia woltamperogramy zarejestrowane dla elektrod z r6zng liczba
warstw. Dobrze uformowany pik utleniania wystepuje przy potencjale ok. 1,3 V i odpowiada
tworzeniu monowarstwy tlenkéw ztota, natomiast pik redukcji pojawia sie przy potencjale
ok. 0,85 V. Gesto$¢ pradu tych pikdéw ros$nie ze wzrostem liczby osadzanych warstw.
Swiadczy to o tym, ze nie cata powierzchnia Au(+) pokryta jest grupami 1-(11-
merkaptoundekano)-3-metylo-imidazoliowymi.
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Ladunek piku redukcji monowarstwy tlenkéw postuzyt do obliczenia rzeczywistej
powierzchni elektroaktywnej 5. Powierzchnia ta wynosita 0,112, 0,226 oraz 0,338 cm2
odpowiednio dla jednej, sze$ciu i dwunastu warstw. Co ciekawe rzeczywista, aktywna
powierzchnia dla Au-TPS(1) jest wieksza od obliczonej dla elektrody Au-Au(1), ale wciaz
nizsza od powierzchni geometrycznej (0,2 cm?), a zwigzane jest to z niewielka iloScig ztota na
powierzchni ITO, ktére dodatkowo moze by¢ pokryte czgstkami TPS.
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Rys. 8.20 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodach Au-TPS(1,6,12) w 0,1 M H2SO04, 2-gie
cykle, v=100 mV s-1, wstawka - przedstawia zalezno$¢ pradu pojemnosciowego od liczby warstw Au-TPS, 2-gie
cykle, v=10 mV s-1, b) zalezno$¢ pojemnosci warstwy podwojnej (E = 0,2 V) od liczby osadzonych warstw
elektrody Au-TPS.

Zaobserwowano réwniez wzrost pradu pojemno$ciowego (Rys. 8.20a, wstawka),
a tym samym pojemnos$ci warstwy podwdjnej elektrody (Rys. 8.20b) wraz z liczba
osadzonych warstw Au-TPS.

Rozwiniecie powierzchni elektrod Au-TPS, testowano stosujac reakcje redukcji
nadtlenku wodoru w S$rodowisku kwasnym (Rys. 8.21). Maksymalng warto$¢ pradu
zarejestrowano dla Au-TPS(6), co sugeruje, ze dalsze nakladanie warstw powoduje
zapetnianie wolnych przestrzeni pomiedzy wcze$niej utworzonymi wyspami materiatu.
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Rys. 8.21 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na niemodyfikowanym ITO (zielona krzywa) oraz na
elektrodach Au-TPS(1,6,12) w nasyconym argonem roztworze 0,05 M H20z, 0,1 M H2SO04, 2-gie cykle, v=10 mV s,
b) zalezno$¢ pradu redukcji H202 (E = - 0,1 V) od liczby osadzonych warstw Au-TPS.

Utlenianie depozytu 25 nmoli tBuFc, takze wykazalo najwieksze rozwiniecie
powierzchni dla elektrody pokrytej szeScioma warstwami materiatu (Rys. 8.22a).
W rezultacie otrzymano krzywe o ksztalcie zblizonym do rejestrowanych wcze$niej na
podtozach ztotych 13 lub ztocie modyfikowanym filmem polikrzemianowym 4. Z tadunku
piku anodowego drugiego cyklu, obliczono, Ze na elektrodzie Au-TPS(6) utlenieniu ulegto 1,1
nmola depozytu. Wydajno$¢ reakcji utleniania wynosi 0,4% oraz 0,9%, 3,8%, 3,6%
odpowiednio dla niemodyfikowanego ITO, Au-TPS(1), Au-TPS(6) oraz Au-TPS(12) natomiast
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dla ITO pokrytego wylacznie czastkami TPS wydajno$¢ wyniosta zaledwie 0,04%, co
wskazuje na blokowanie powierzchni elektroaktywnej przez te czastki. Widoczny jest wzrost
efektywnoSci reakcji wraz ze zwiekszeniem granicy trzech faz. Potencjat formalny reakcji
przesuniety jest o ok. 0,1 V w strone potencjaléw bardziej dodatnich, w stosunku do
niemodyfikowanego ITO, co oznacza stabilizacje obojetnej formy prébnika redoks.
Zaobserwowano tez spadek pradu utleniania tBuFc w kolejnych rejestrowanych cyklach (Rys.
8.22b), spowodowany przejsciem kationu tBuFc+ do fazy wodnej (8.2). Potwierdza to takze
stosunek tadunku anodowego do katodowego Q./Qx, ktory jest wiekszy od jednosci i spada od
wartosci 1,83 dla drugiego cyklu (Au-TPS(6)) do 0,3 dla dwudziestego cyklu.

60 3 6 skan 2
o 20} l skan 1
g 30 12 g
< 1 < ———
= mo = O
o} W
20}
=30 M M M . N M . .
0,0 0,2 04 0,6 0,0 0,2 0,4 0,6
E vs. Ag|AgCI/ V E vs. Ag|AgCI/ V
a) b)

Rys. 8.22 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane po osadzeniu 25 nmol tBuFc na: a) ITO (rézowa krzywa)
oraz na Au-Au(1,3,6,9), 2-gie cykle, b) Au-Au(6), kolejne cykle 1-20; 0,1 M NaClO4, v=10 mV s-1.

Elektroda Au-TPS(12) wykazata akumulacje kationu Ru(NHs3)e3*, obserwowang
wczesniej dla czastek TPS (Rozdz. 7). Natomiast na Au-TPS(1) nie zarejestrowano akumulacji
kationéw, ale akumulacje anionéw Fe(CN)s 3-, ktéra dla dwunastu warstw byta juz
niewidoczna. Akumulacja ta jest odwracalna i po przetozeniu elektrod do elektrolitu bez
prébnika redoks, piki w kolejnych cyklach bardzo szybko zanikly. Oznacza to, ze
zaadsorbowane jony zostaty wymyte z powierzchni elektrody. Mozna wnioskowa¢, ze
poczatkowy dodatni tadunek elektrod, wraz z naktadaniem kolejnych warstw ulega zamianie
w ujemny, przez duzg ilo$¢ czastek TPS z nieskompensowanym tadunkiem grup funkcyjnych.

1 0 10 o
po akumulacji jonéw ITO
g o} E of
i % po wymyciu jonéw
10}
-10} po akumulacji jonow na Au-TPS
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,0 0,3 0,6
a) E vs. Ag|AgCl / V b) E vs. Ag|AgCI / V

Rys. 8.23 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na Au-TPS(12) zanurzonej w: a) nasyconym argonem
roztworze 104 M Ru(NHs3)6Cls (czerwona i czarna krzywa); po przetozeniu do czystego 0,1 M NaClO4 (wymywanie
jondéw, niebieska krzywa), b) 10-4 KsFe(CN)s (czerwona i czarna krzywa); po przetozeniu do czystego 0,1 M
NaClO4 (niebieska krzywa); 0,1 M NaClO4, v =10 mV s-1.

Nastepnie zbadano wtasciwosci katalityczne przygotowanych elektrod w stosunku do
redukcji tlenu w srodowisku kwasnym ($Srodowisko zasadowe nie byto brane pod uwage ze
wzgledu na rozpuszczalno$¢ polikrzemianu w wysokim pH). Otrzymane woltamperogramy
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poréwnano do niemodyfikowanego ITO oraz ITO pokrytego Au(+) przez jedno zanurzenie w
zawiesinie nanoczastek ztota (Rys. 8.24a). Potencjat poczatkowy redukcji tlenu nie zalezy od
liczby naniesionych warstw, wynosi ok. -0,05 V i jest zblizony do warto$ci obserwowanej na
elektrodach Au-Au. Widoczny jest wyrazny efekt katalityczny gdyz warto$¢ zarejstowana na
ITO to -0,4 V, a na ITO modyfikowanym Au(+) to -0,3 V. Maksymalng waro$¢ pradu znéw
obserwowano na elektrodze szeSciowarstwowej Au-TPS(6). Wplyw stezenia tlenu na
woltamperogramy przedstawia Rys. 8.24b. W Srodowisku argonu widoczna jest niewielka
redukcja tlenu zwigzana z trudnos$cia jego catkowitego usuniecia z roztworu, a takze tlenem
ktéry mogt pozostaé w porach osadzonego materiatu lub jego dyfuzja przez naczynko
elektrochemiczne. Po natlenieniu roztworu, prad redukgcji tlenu wzrasta pieciokrotnie, co jest
zgodne ze wzrostem jego stezenia w elektrolicie.

O} o o} o
AuNP
Air
"= 100} ¥
§ J fa E 100}
<
2 <
= -200} |, =
12 -200
-300f ° °,
-0,3 0,0 0,3 0,4 0,2 0,0 0,2
E vs. Ag|AgCI / V
a) b) E vs. Ag|AgCl / V

Rys. 8.24 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) niemodyfikowanym ITO, ITO pokrytym Au(+)
oraz na Au-TPS(1,6,12), w nasyconym tlenem roztworze 0,1 M H2S04, b) Au-TPS(1) w nasyconym argonem
(czarna krzywa), napowietrzonym (niebieska krzywa) i nasyconym tlenem (czerwona krzywa) roztworze
0,1 M H2S04, 2-gie cykle,v=10 mV s'..

Interesujacy ksztatt krzywych redukcji tlenu (histereza), sugerujacych aktywacje
elektrody w obszarze niskich potencjaléw stat sie podstawa do dalszych badan zachodzacego
zjawiska. Podczas poryzacji elektrody w kierunku anodowym, potencjat redukcji tlenu jest
wyzszy nawet o 0,1 V od potencjatu rejestrowanego w trakcie polaryzacji katodowej. Za
zjawisko moze odpowiadac¢ katodowa aktywacja elektrody w obrebie niskich potencjatéw.
Wydzielany na powierzchni ztota woddr, wywotuje zmiany w strukturze atomowej AuNP i
znacznie zwieksza ich wtasciwosci katalityczne (Rozdz. 1.2.1). W celu zrozumienia
zachodzacego procesu, na poczatku zwiekszono zakres potencjalowy rejestrowanego
woltamperogramu (Rys. 8.25). Spowodowato to lepsze wyksztatcenie piku redukcji tlenu, ale
takze zmiane jego potencjatu. Natomiast zwezenie tego zakresu, tym samym uniemozliwienie
aktywacji katodowej, powodowato zanik histerezy.

-100 |

j!lpAcm?

-200 |

-0,4 0,0 0,4
E vs. Ag|AgCI / V

Rys. 8.25 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na Au-TPS(1) w nasyconym tlenem 0,1 M H2S04,
rézne zakresy potencjatuy, 2-gie cykle, v=10 mV s'1.

101

http://rcin.org.pl



Wstepna katodowa polaryzacja (prepolaryzacja) elektrody postuzyta do wyjasnienia
ksztattu zarejestrowanych krzywych. W tym celu do elektrod zanurzonych w odtlenionym
0,1 M H,SO. przyktadano potencjat poczatkowy wydzielania wodoru, -0,5 V przez okreslony
czas. Nastepnie prowadzono badania redukcji tlenu w $wiezym natlenionym roztworze
kwasu. Wptyw czasu prepolaryzacji na proces redukcji tlenu przedstawia Rys. 8.26 i 8.27. Po
30 minutach histereza nie wystepuje, a potencjat redukcji w obu kierunkach polaryzacji ma
zbliZzong warto$¢. Dalsze wydtuzanie czasu prepolaryzacji nie wptywa na zmiane potencjatu
redukgc;ji tlenu (Rys. 8.27).

of o
N o
e -80 e -100}
© 10 min ©
< <
- -160 =
= = -200} 50 mi
30 min
=240} 0 min 10 min
A A A _300 L L 1
-0,3 0,0 0,3 -0,3 0,0 0,3
E vs. Ag|AgCl / V E vs. Ag|AgCI / V
a) b)

Rys. 8.26 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na a) Au-TPS(1), b) Au-TPS(12), po roznym czasie
prepolaryzacji przy E = -0,5 V; w nasyconym tlenem roztworze 0,1 M H2S04, 2-gie cykle, v=10 mV s-1.
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Rys. 8.27 Zalezno$¢ potencjatu redukgji tlenu (przy j = 5 pA cm2) od czasu katodowej prepolaryzacji przez
przytozenie E = -0,5 V do elektrody Au-TPS(1), na podstawie woltamperograméw cyklicznych wykonanych
w nasyconym tlenem 0,1 M H2S04,v =10 mV s-1.

Woltamperogramy rejestrowane na elektrodach Au-TPS(1,6,12) po 30 minutach
prepolaryzacji, nie r6znig sie znaczaco ksztattem i potencjatem redukcji tlenu (Rys. 8.28).
Woltamperogram obserwowany dla ITO pokrytego wytacznie Au(+) (fioletowa krzywa)
wykazuje potencjat redukcji nizszy o ok. 0,1 V od rejestrowanego na AuTPS. Ksztatt krzywej
woltamperometrycznej dla takiego uktadu takze znaczgco odbiega od krzywej rejestrowanej
przed aktywacja elektrody (Rys. 8.244a, fioletowa krzywa).
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Rys. 8.28 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na Au-TPS(1,6,12) oraz ITO pokrytym Au(+), po 30 min
prepolaryzacji przy E = -0,5 V, w nasyconym tlenem 0,1 M H2S04, 2-gie cykle, v=10 mV s-1.

Okazato sie, ze aktywacja elektrody przez katodow3q prepolaryzacje nie jest trwata i potencjat
redukcji tlenu obniza sie wraz z czasem jej przechowywania po procesie aktywacji (Rys.
8.29). Taka nietrwatos¢ zostata juz wczesniej opisana w literaturze (Rozdz. 1.2.1).
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]
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-300 L . N . . . .
-0,3 0,0 0,3 0 500 1000 1500
E vs. Ag|AgCI / V b) t/ min

a)

Rys. 8.29 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na Au-TPS(1), zaraz po 30 min aktywacji przy
E =-0,5V oraz po 24 godz. od aktywacji, w nasyconym tlenem 0,1 M H2S04, 2-gie cykle, v=10 mV s-1, b) zalezno$¢
potencjatu redukcji tlenu (przy j = 10 pA cm2) od czasu, ktéry uptynat od prepolaryzacji elektrody.

Sprawdzono takze Kkatalityczne witasciwosci elektrody Au-TPS(1) w stosunku do
utleniania mieszaniny zwigzkéw: hydrazyny (N:H.), jonéw siarczanowych (IV) oraz jonow
azotanowych (III) (Rys. 8.30). Bez procesu katodowej aktywacji, elektroda zanurzona do
takiej mieszaniny nie wykazuje wlasciwosci elektrokatalitycznych. Natomiast po
zaktywowaniu powierzchni otrzymano bardzo dobrze rozseparowane sygnaty, odpowiednio
przy potencjale 0,1 V dla N2Hs4, 0,36 V dla SO32- oraz 0,8 V dla NO2. S3 to zblizone wartosci do
odnotowanych w literaturze dla elektrody modyfikowanej AuNP w matrycy

polikrzemianowej (Rozdz. 1.2.1).

300f o
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100}
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po aktywacji
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-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9
E vs. Ag|AgCl / V

Rys. 8.30 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na Au-TPS(1), przed (czarna krzywa) i po prepolaryzacji
przez 30 min przy E = - 0,5 V, w nasyconym argonem roztworze 0,5 mM HzN4, 0,5 mM Na2S03, 0,5 mM NaNOs,
2-gie cykle,v=10 mV s-1.
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Podsumowujac, przygotowano elektrody z nanoczastek zitota i submikroczatek
polikrzemianowych o przeciwnych tadunkach elektrycznych (Au-TPS) metoda LbL.
Nastepnie scharakteryzowano je stosujac SEM, spektrofotometrie UV-Vis oraz techniki
woltamperometryczne. Elektrody pokryte wiekszym depozytem Au-TPS wykazaty
akumulacje kationow heksaaminorutenu i brak akumulacji anionéw
heksacyjanozelaziankowych, co $wiadczy o powierzchniowym dodatnim tadunku takiej
elektrody. Rozwiniecie powierzchni zbadano przez redukcje nadtlenku wodoru i utlenianie
organicznego depozytu t-BuFc. Elektrody wykazaly wtasciwosci katalityczne w stosunku do
redukgc;ji tlenu. Katodowa prepolaryzacja umozliwita znaczg poprawe tych parametréw przez
aktywacje powierzchni nanoczastek ztota. Pozwolito to na redukcje tlenu przy znacznie
wyzZszym potencjale oraz na separacje sygnatow elektrochemicznych pochodzacych od
utleniania N2H4 oraz jonéw SO32-i NOy-.
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9. Weglowe elektrody otrzymane metodg warstwa-po-warstwie

9.1 Elektrody polikrzemianowo-weglowe, TDA-CNP

Wykorzystujagc oddzialywania elektrostatyczne grup funkcyjnych CNP (Rozdz. 1.1.1)
i submikroczastek polikrzemianowych, TDA, wytworzono elektrody TDA-CNP metodg LbL.
(Rys. 9.1). W tym celu uzyto zawiesiny 5 mg ml! TDA w MeOH oraz 5 mg ml! CNP w
acetonitrylu (ACN), otrzymane przez Kilkunastominutowe sonikowanie w pluczce
ultradzwiekowej. ITO zanurzano najpierw w zawiesinie czastek TDA na 5 sekund,
pozostawiano do wyschniecia, nastepnie ptukano w czystym rozpuszczalniku i zanurzano w
zawiesinie CNP i kolejno w ACN. W taki sposéb powstaje jedna podwdjna warstwa
osadzonego materiatu.
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|

cl cH, 0
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Rys. 9.1 Schemat procedury LbL przygotowania elektrod TDA-CNP, zdjecia zawiesiny czastek TDA i CNP .

Przez naprzemienne zanurzanie ITO w zawiesinach réznoimiennie natadowanych czastek
TDA i CNP, utworzono elektrody pokryte jedng, sze$cioma, dwunastoma i dwudziesto-
czteroma podwdéjnymi warstwami (TDA-CNP(n), n=1, 6, 12, 24). Juz jedna warstwa powoduje
znaczacg zmiane wygladu ITO, a pokrycie widoczne jest gotym okiem. Dalsze zwiekszanie
ilo$ci osadzanego materiatu powoduje, Ze elektrody stajg sie coraz ciemniejsze (Rys. 9.2).
Po osadzeniu okoto trzydziestu sze$ciu wartw, elektrody traca mechaniczng stabilnosé,
depozyt staje sie kruchy i odpada z powierzchni ITO.

1 6 12

24

Rys. 9.2 Zdjecie elektrod pokrytych TDA-CNP jedna, szeScioma, dwunastoma i dwudziestoma czteroma
warstwami.

Obrazy SEM pokazujg, ze gtadka powierzchnia czastek TDA (Rys. 9.3a) zostaje
pokryta wieloma nieregularnymi agregatami nanoczastek wegla (Rys. 9.3b).

i 2oaky W= 41 e [ el o BiTs 200k Wo= 28 mm [N
leg = 5000 KX WG PAN Vs 3 b) Rl A=inlens a0 10000 KX IWC PAN

Rys. 9.3 Obrazy SEM: a) czastek TDA, b) elektrody TDA-CNP(6).

a)
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Obrazy mikroskopii optycznej elektrod TDA-CNP(1,6,12,24) ze zdrapanym fragmentem, (Rys.
9.4) prezentuja do$¢ rownomierny rozklad czastek na powierzchni ITO. Widoczne sa duze,
biate agregaty czastkek TDA, a na elektrodzie TDA-CNP(24) duza ilo$¢ czarnych CNP.

9 Ad) k

Rys. 9.4 Zdjecia mikroskopu optycznego dla: a) TDA-CNP(1), b) TDA-CNP(6), c) TDA-CNP(12), d) TDA-CNP(24).

Obrazy SEM wykonano w celu zobrazowania rozmieszczenia czastek na powierzchni ITO
(Rys. 9.5). Podobnie do innych omawianych wcze$niej elektrod LbL przygotowanych
wylacznie z réznego rodzaju czastek, ITO nie jest catkowicie pokryte. Czgstki tworza wyspy
ktore rosna w miare naktadania kolejnych warstw. Rys. 9.5d przedstawia bardzo rozwinietg
powierzchnie elektrody TDA-CNP(24) przypominajaca rafe koralowa.

BHT= 200Ky WO = 28mm
ws  Mag= SO00KX IWCPAN

'_“"‘" EHT = 2000V m:Aumﬁ
) B s S0 coay ;

BT« 200k WO= 26 men N
C) ‘Signal A = Ink Mag= SO0KX IWC PAN

BT« 2000 WO 25mm N 4
d) el A< nlens MBO= TODKX WG PAN .

Rys. 9.5 Obrazy SEM powierzchni elektrod: a) TDA-CNP(1), b) TDA-CNP(6), c) TDA-CNP(12), d) TDA-CNP(24).

Wykonane obrazy, zaré6wno mikroskopem optycznym jak i SEM, przedstawiaja
zréznicowang i nieregularng powierzchnie materiatu, co moze wptywac¢ na ich wiasciwosci
elektrokatalityczne. Rozwiniecie powierzchni potwierdzaja wyniki badan
elektrochemicznych. Pragd pojemno$ciowy oraz pojemno$¢, wzrasta wraz z ilo$cig
osadzonych warstw (Rys. 9.6) i jest o ok. dwa rzedy wielko$ci wieksza od elektrod Au-Au lub

106

http://rcin.org.pl



Au-TPS, ale poréwnywalna do pojemnosci elektrod utworzonych z réznoimiennie
natadowanych CNP 1,

250 12
[ . .
. §
; ool
§ o} £ 8 .
< 6 3
=250} 2 4t
12 aE_’.
o | |
-500| e ol =
24 [ A A A A A
0,0 0,4 0,8 0 6 12 18 24
E vs. Ag|AgCI / V
a) vs. Ag|Ag b) n

Rys. 9.6 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TDA-CNP(1,6,12,24) w 0,1 M H2S04, 2-gie cykle,
v =10 mV s'1, b) pojemnos¢ warstwy podwdjnej (przy E = 0,3 V) w funkcji liczby osadzonych warstw.

Najwieksza pojemno$¢ warstwy podwdjnej zaobserwowano dla elektrody TDA-CNP(24).
Rozwiniecie powierzchni potwierdzono utleniajgc 25 nM depozyt t-BuFc (Rys. 9.7a). Tak
samo jak w przypadku elektrod z AuNP, rejestrowany prad na TDA-CNP spada stopniowo w
kolejnych cyklach (Rys. 9.7b). Wydajno$¢ procesu utleniania t-BuFc na granicy trzech faz,
wynosi: 2,6%, 6,4%, 12,2% i 11,9% odpowiednio dla jednej, sze$ciu, dwunastu i dwudziestu
czterech warstw TDA-CNP pokrywajacych ITO. Jest ona niewatpliwie wieksza od
rejestrowanej dla elektrod Au-Au (Rozdz. 8.1) i Au-TPS (Rozdz. 8.2).

sl 24 150}
12 . 100}
qg 4or ¢ & 50
é of ! E: ol
40} -50

0,0 0,3 0.6 -100 0,0 0,3 0.6

E vs. Ag|AgCI / V E vs. Ag|AgCl / V

a) b)
Rys. 9.7 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane po osadzeniu 25 nmol tBuFc na: a) TDA-CNP(1,6,12,24),
2-gie cykle, b) TDA-CNP(12), kolejne cykle 1-20; 0,1 M NaClO4, v =10 mV s-1.

Kolejne eksperymenty miaty na celu sprawdzenie zdolnosci przygotowanych podtozy
do akumulacji réznych prébnikéw redoks. Elektrody TDA-CNP, szczegélnie te z wiekszg
liczbg warstw, wykazuja akumulacje kationu Ru(NH3)e3* (Rys. 9.8a). Rejestrowany prad z
kazdym kolejnym cyklem stopniowo wzrastat, az do ustabilizowania w dwudziestym cyklu.
Potencjat formalny Ru(NH3)e3+/2+, jest nizszy o ok. 0,1 V w stosunku do niemodyfikowanego
ITO i wynosi 0,22 V. Przesuniecie to Swiadczy o stabilizacji zredukowanej formy prébnika
redoks przez materiat elektrody. Akumulacje te mozna nazwa¢ odwracalna, gdyz wiekszo$¢
jonow ulega wymyciu z powierzchni elektrody, po jej przeniesieniu do czystego elektrolitu
podstawowego (Rys. 9.8a). Efektu akumulacji nie zaobserwowano dla jonéw Fe(CN)e3
(Rys.9.8b). Oznacza to, ze wiekszo$¢ grup funkcyjnych czastek TDA oddziatuje z grupami
nanoczastek CNP, a elektroda posiada nadmiarowy ladunek ujemny. Jest to mozliwe ze
wzgledu na duzg liczbe CNP znajdujacych sie na elektrodzie, co pokazujg obrazy SEM. Efekt
tem mozna takze tlumaczy¢ duza hydrofobowoscia grup funkcyjnych czastek TDA, dla
ktérych nie obserwowano akumulacji tych jonéw (Rozdz. 7).
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Rys. 9.8 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) niemodyfikowanym ITO (czarna krzywa) oraz na

TDA-CNP(12) (20-ty cykl, czerwona krzywa) w 10-*M Ru(NH3)6Cls, 0,1 M NaClOa4 i po przetozeniu elektrody do

czystego 0,1 M NaClO4 (20-ty cykl, niebieska krzywa), b) niemodyfikowanym ITO (czarna krzywa) oraz na TDA-
CNP(12) (20 cykl, czerwona krzywa) w 10-4 M K3Fe(CN)s, 0,1 M NaClO4; v=10 mV s'L.

Zaobserwowano nieodwracalny mechanizm akumulacji organicznego dianionu,
zawierajacego dwie grupy sulfonowe, ABTS?- (Rozdz. 3.1.2). Najwiekszy efekt widoczny jest
dla elektrody TDA-CNP(24) (Rys. 9.9b). Rys. 9.9a przedstawia woltamperogramy akumulacji
jonow na elektrodzie TDA-CNP(6) przejawiajacg sie systematycznym wzrostem pradu
w kolejnych rejestrowanych cyklach. Na TDA-CNP(24) r6znica potencjatu pikdw utleniania i
redukcji wynoszaca 20 mV oraz charakterystyczny ksztatt, wskazuja na proces kontrolowany
szybkos$cia adsorpcji jondw na powierzchni elektrody. Dla elektrody TDA-CNP(6), réznica
potencjalow jest wieksza i wynosi ok. 30 mV. W czystym elektrolicie podstawowym,
rejestrowany prad spada, co $wiadczy o wymywaniu jonéw ABTS?Z, ale wcigz widoczne sg
dobrze wyksztatcone piki. Swiadczy to o nieodwracalnoéci procesu akumulacji tych jonéw,
ktéry zachodzi nie tylko przez wymiane przeciwjonu, i oddziatywania elektrostatyczne z
grupami tetraalkiloamoniowymi TDA, ale takze wystepuja tutaj oddziatywania typu m-m
aromatycznego anionu z nanoczastkami wegla. Taki efekt obserwowano wcze$niej dla
elektrod modyfikowanych CNP 2.
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201 -60 | 24
0,2 0,4 0,6 0.8 0,2 0.4 0.6 0.8
E vs. Ag|AgCI / V
a) E vs. Ag|AgCl / V b)

Rys. 9.9 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) TDA-CNP(6) (cykle: 2, 10, 15, 20, 30) w 104 M
(NH4)2ABTS, 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8, oraz po przetozeniu elektrody do czystego 0,1 M buforu

fosforanowego pH = 4,8 (30-ty cyk], niebieska krzywa), b) TDA-CNP(1,6,12,24) w 10-4+M (NH4)2ABTSw 0,1 M
buforze fosforanowym pH = 4,8, 30-te cykle, v=10 mV s-1.

Podsumowujac, przygotowano elektrody zbudowane z czastek polikrzemianowych,
TDA i nanoczastek wegla CNP. [lo§¢ nanoszonego materiatu kontrolowano liczba zanurzen i
wynurzen. Elektrody wykazaly zdolno$¢ do akumulacji kationu heksaaminorutenowego (11I)
oraz brak akumulacji anionu heksacyjanozelazianowego (III). Natomiast dla dianionu ABTS?
zaobserwowano akumulacje nieodwracalna.
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9.2 Elektrody polikrzemianowo-weglowe, TMA-CNP

Kolejny rodzaj elektrod LbL powstaty w oparciu o czgstki polikrzemianowe
modyfikowane grupami tetraalkiloamoniowymi, TMA (Rozdz. 7) oraz nanoczastki wegla CNP
(Rys. 9.10a). Uzyto zawiesiny TMA w MeOH o stezeniu 5 mg ml-1, oraz CNP w ACN o stezeniu
5 mg ml-L. Do osadzenia warstw na powierzchni ITO zastosowano te samg procedure jak dla
elektrod TDA-CNP. W rezultacie otrzymano elektrody przez jedno, sze$¢, dwanascie i
dwadziescia cztery podwdjne zanurzenia w zawiesinach czastek. Swoim wygladem elektrody
te przypominaty TDA-CNP. Rys. 9.10b przedstawiajacy szereg jednakowo pokrytych elektrod
TMA-CNP(6), pokazuje powtarzalno$¢ zastoswoanej techniki.

Rys. 9.10 a) Schematyczny przekrdj elektrody TMA-CNP, b) zdjecie elektrod TMA-CNP(6).

Obrazy SEM elektrod TMA-CNP przedstawiaja duze czastki polikrzemianowe pokryte
mniejszymi CNP o nieregularnym ksztatcie (Rys. 9.11). Nawet 24 warstwy TMA-CNP nie
pozwalajg na catkowite pokrycie ITO i dostrzegalne s3 fragmenty podioza (Rys. 9.11d).

- i vt
M D) Sl oo wmmcximcoan

ENT= 200K WD = 47 mm

75 T
C) g At M3ZT 25.00KX WG PAN a3 by, ] d) oignei A Inas

Rys. 9.11 Obrazy SEM powierzchni elektrod: a) TMA-CNP(1), b) TMA-CNP(6), c) TMA-CNP(12), d) TMA-CNP(24).

Prad pojemnosciowy oraz pojemnos$¢ elektrod wzrasta wraz z ilo$cig osadzonych
warstw (Rys. 9.12), jednak co ciekawe, rejestrowane wartosci s o ok. rzad wielkosci
mniejsze od obserwowanych dla elektrod TDA-CNP (Rys. 9.6), réznigcych sie rodzajem
uzytych czastek polikrzemianowych.
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Rys. 9.12 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(1,6,12,24) w 0,1 M H2SO04, 2-gie cykle,
v =10 mV s}, b) pojemnos$¢ warstwy podwdjnej elektrod (przy E = 0,3 V) w funkgji liczby osadzonych warstw.

W przeciwienstwie do elektrod TDA-CNP, elektrody TMA-CNP wykazujg akumulacje
anionéw heksacyjanozelazianowych (Rys. 9.13b) oraz niewielka zdolno$¢ do akumulacji
kation6w heksaaminorutenu (Rys. 9.13a). Po przetozeniu elektrod do czystego elektrolitu,
obserwuje sie catkowite wymycie kationéw Ru(NH3)e3+, natomiast piki pochodzace od pary
redoks Fe(CN)¢3/4 nadal sa dobrze wyksztatcone i widoczne. Wnioskujemy z tego, ze
elektroda posiada nadmiarowy, powierzchniowy tadunek dodatni, ktéry wynika z tego, Ze nie
wszystkie grupy funkcyjne czastek TMA oddziatujg z grupami funkcyjnymiczastek CNP. Moga
to potwierdzac¢ obrazy SEM elektrod (Rys. 9.11), na ktérych widoczne jest niecatkowite
pokrycie TMA przez nanoczastki wegla. Rejestrowane krzywe wskazuja na szybki proces
akumulacji jonéw Fe(CN)¢3-/4, gdyz nie obserwowano stopniowego wzrostu prad, ale warto$¢
pradu piku wzrosta dwukrotnie dla TMA-CNP(12), w stosunku do niemodyfikowanego ITO.

50} 30
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E vs. Ag|AgCI / V E vs. Ag|AgCI/ V
a) b)

Rys. 9.13 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) niemodyfikowanym ITO (czarna krzywa) oraz
na TMA-CNP(12) (cykle: 2, 10, 20) w nasyconym argonem 10-# M Ru(NH3)eCl3, 0,1 M NaClO4 i po przetozeniu
elektrody do czystego 0,1 M NaClO4 (20-ty cykl, niebieska krzywa), b) niemodyfikowanym ITO (czarna krzywa)
oraz na TMA-CNP(12) (cykle: 2, 10, 20) w 10-*M K3Fe(CN)e, 0,1 M NaClO4 i po przetozeniu elektrody do czystego
0,1 M NaClO4 (20-ty cykl, niebieska krzywa); v=10 mV s-1.

Na powierzchni elektrod TMA-CNP zaobserwowano rdwniez nieodwracalng
akumulacje ABTS?-(Rys. 9.14). Réznica potencjatu piku anodowego i katodowego wynosi na
TMA-CNP(6) 50 mV, czyli o 20 mV wieksza od wartosci otrzymanej dla elektrody TDA-
CNP(6).
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Rys. 9.14 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(6) (cykle: 2, 10, 20, 30) w 104 M

(NH4)2ABTS, 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8, oraz po przetozeniu elektrody do 0,1 M buforu fosforanowego
pH = 4,8 (30-ty cykl, niebieska krzywa), v=10 mV s-1.

Podsumowujac, stosujgc technike LbL przygotowano elektrody TMA-CNP z rézna
iloscia naniesionego materiatu. Elektrody wykazaty niewielkie zdolno$ci do akumulacji
kationu heksaminorutenowego (III) oraz nieodwracalng akumulacja anionéw
heksacyjanzelazianowych (III) oraz ABTS?-.

9.3 Elektrody polikrzemianowo-weglowe, TMA;-CNP

Wszystkie opisane poprzednio elektrody sktadaty sie wylgcznie z réznoimmiennie
natadowanych czastek. W celu sprzwdzenia jaki wplyw na wtasciwosci elektrod moze miec¢
zastgpienie czastek polikrzemianowych, TMA, ich odpwiednikiem w postaci cienkiego filmu z
tymi samymi grupami funkcyjnymi, przygotowano elektrody TMA,q-CNP. Utworzono je przez
jedno, sze$¢, dwanascie i dwadzie$cia cztery zanurzenia kolejno w zolu polikrzemianowym
rozcieficzonym w stosunku 1:100 w MeOH i zawiesienie CNP o stezeniu 5 mg ml!. Zol
zawierat: 196 ul TMOS, 169 ul TMAp i 370 pl 96% kwasu mrowkowego. Powstat przez 10
minutowe sonikowanie w ptuczce ultradzwiekowej. Schemat struktury polikrzemianu
otrzymanego w nastepstwie hydrolizy i polikondensacji przedstawia Rys. 9.15a.
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Rys. 9.15 Schemat: a) przygotowania elektrod TMAz-CNP, b) przekroju elektrody TMAzo-CNP.

Takze i w tym przypadku, w miare powtarzania procedury modyfikacji, otrzymane elektrody

(Rys 9.15b) staja sie coraz ciemniejsze (Rys. 9.16) co oznacza coraz wiekszg ilo$¢
naniesionego materiatu.
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Rys. 9.16 Zdjecie elektrod pokrytych TMA,-CNP(1,6,12,24).

Przygotowane elektrody sa niezwykle stabilne mechanicznie. Natozonych warstw nie
mozna przypadkowo zetrze¢. Pod odpowiednim katem ich powierzchnia odbija $wiatto,
co odroznia je od ich matowego odpowiednika TMA-CNP.

Obrazy SEM (Rys. 9.17) pokazuja catkowite pokrycie powierzchni ITO przez
nakladany materiat oraz rozwiniecie powierzchni w miare powtarzania procedury
modyfikacji. Szczeg6lnie na obrazie Rys. 9.17d widoczna jest porowata struktura jakg
zazwyczaj tworzy polikrzemianowy film.

700 rem 100 ren
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'.;J\.u\- inters  Mag = 10000 KX IWE PAN '_;',. Asinlens  Mag= 100.00 KX WC PAN

100 o

EHT= 200k WD= 27
Signatas iniens  Mag = 100.00 KX IWE PAN

Rys. 9.17 Obrazy SEM powierzchni elektrod: a) TMAzo-CNP(1), b) TMAzo-CNP(6), ¢) TMAzo-CNP(12),
d) TMAz,-CNP(24).

1= 200w WD= 27mm s
c) Signaiasintens Mg = 100.00 KX IWC PAN ' d)

Rejestrowany prad pojemnosciowy jest proporcjonalny do liczby naniesionych na ITO
warstw TMA,,-CNP (Rys. 9.18a), a obliczona pojemnos$¢ warstwy podwojnej elektrod (Rys.
9.18b) jest ponad trzykrotnie wieksza od pojemnosci elektrod TMA-CNP.
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Rys. 9.18 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMAzo-CNP(1,6,12,24) w 0,1 M H2S04, 2-gie cykle,
v =10 mV s-1, b) pojemnos¢ warstwy podwdjnej elektrod (przy E = 0,3V) w funkcji liczby osadzonych warstw.
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Elektrody TMA.o-CNP, w poréwnaniu TMA-CNP, wykazuja wieksza zdolno$¢ do
akumulacji kationu heksaminorutenowgo (III), co sugeruje wieksza ilos¢ wolnych grup
funkcyjnych CNP. Co ciekawe elektrody te wykazujg takze zdolno$¢ do akumulacji anionu
heksacyjanozelazianowego (III) (Rys. 9.19), a po przeniesieniu elektrody do czystego
elektrolitu, piki utleniania-redukcji wciaz sa widoczne.
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Rys. 9.19 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) niemodyfikowanym ITO (czarna krzywa) oraz na
TMAz0-CNP(12) (cykle: 2, 10, 15, 20, 30) w 104 M Ru(NHs)6Cls, 0,1 M NaClO4, b) niemodyfikowanym ITO (czarna
krzywa) oraz na TMA;0-CNP(12) (wybrane cykle: 2-30) w 10-4 K3Fe(CN)s, 0,1 M NaClO4 i po przetozeniu
elektrody do czystego 0,1 M NaClO4 (30-ty cykl, niebieska krzywa), v=10 mV s,

Sprawdzono takze zdolno$¢ do akumulacji jonéw filmu polikrzemianowego modyfikowanego
dodatnimi grupami tetraalkiloamoniowymi. Film utworzono przez jednorazowe zanurzenie
ITO w zolu. Rys. 9.20 pokazuje, ze na takiej elektrody jony Ru(NH3)e3+ nie ulegaja akumulacji
(Rys. 9.20a), natomiast obserwuje sie akumulacje anionéw Fe(CN)¢3- (Rys. 9.20b), ktoéra jest
wieksza od rejestrowanej na elektrodzie TMA,,-CNP(1).
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Rys. 9.20 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na niemodyfikowanym ITO (czarne krzywe), [TO-TMAzol
(niebieskie krzywe) i TMAz01-CNP (czerwone krzywe) na zanurzone w: a) 10-4#M Ru(NH3)sClz, b) 10-4 K3Fe(CN)e;
0,1 M NaClOs, (30-te cykle),v=10 mV s-1.

Akumulacja dianionu ABTS?- w tym przypadku okazata sie procesem odwracalnym i
po etapie wymycia jondw, piki s3 praktycznie niezauwazalne. Roéznica potencjatow
anodowego i katodowego wynosi 67 mV. Sugeruje to brak adsorpcji ABTS?- na powierzchni
wegla, ktéra miata miejsce w TMA-CNP. By¢ moze CNP pokryte jest warstwg polikrzemianu,
ktéry uniemozliwia adsorpcje tych jondw. Ksztatt rejestrowanych krzywych zblizony jest do
opisanego w literaturze dla podobnego uktadu 3.
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Rys. 9.21 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA;-CNP(6) (cykle: 2,10, 30) w 104 M
(NHa4)2ABTS, 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8, oraz dla po przetozeniu elektrody do 0,1 M buforu
fosforanowego pH = 4,8 (30-ty cykl, niebieska krzywa), v=10 mV s-1.

Podsumowujac, przygotowano elektrody typu LbL w oparciu o film polikrzemianowy
zawierajgcy dodatnie grupy tetraalkiloamoniowe, identyczne do uzytych w czastkach TMA,
oraz CNP modyfikowane ujemnymi grupami fenylosulfonowymi. Rozwiniecie powierzchni
przedstawiono za pomocg obrazéw SEM oraz pomiaru pojemno$ci warstwy podwojne;.
Dodatni fadunek filmu potwierdzono eksperymentem akumulacji jon6éw. Elektrody wykazaty
zdolno$¢ do akumulacji zaréwno kationdw jak anion6w aktywnych redoks.

Witasciwosci elektrokatalityczne przedstawionych elektrod: TDA-CNP, TMA-CNP oraz
TMA,0-CNP zostang oméwione w kolejnych rozdziatach.
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10. Zastosowanie elektrod polikrzemianowo-weglowych
w bioogniwach

Z uwagi na wysokie powinowactwo nanoczastek wegla do molekut biologicznych,
podjeto probe immobilizacji enzymu, BOD, na elektrodach zawierajagcych CNP oraz ich
aplikacji jako katody w ogniwie paliwowym ! BOD (Rozdz. 3.1) zmniejsza nadpotencjat
redukcji tlenu na elektrodach co umozliwia ich stosowanie w bioogniwach.

Do immobilizacji enzymu wybrano prosta metode adsorpcji z roztworu. Parametry
procesu dobrano na podstawie wczes$niejszych doswiadczen 1-3. Uzyto roztworu BOD o
stezeniu 0,7 mg ml! w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8. Proces adsorpcji prowadzono
przez dwie godziny w temperaturze 4°C przez zanurzenie elektrody w roztworze enzymu 2.
Nastepnie zmodyfikowang elektrode (Rys. 10.1) ptukano w buforze fosforanowym i
poddawano badaniom elektrochemicznym.

Rys. 10.1 Schemat elektrody LbL zmodyfikowanej enzymem BOD.

Rys. 10.2 przedstawia bezmediatorowa, enzymatyczng redukcje tlenu na powierzchni
elektrody LbL zmodyfikowanej BOD: TMA-CNP(6)-BOD (Rys. 10.2a) oraz na TDA-CNP(24)-
BOD (Rys. 10.2b). Krzywa enzymatycznej redukcji tlenu ma charakterystyczny ksztatt fali.
Potencjal poczatkowy procesu wynosi ok. 0,63 V i jest wystarczajacy do uzycia takiej
elektrody jako katody w bioogniwie. Wraz z kolejno rejestrowanymi cyklami obserwuje sie
spadek pradu redukcji, ktéory moze by¢ zwigzany ze stopniowym wymywaniem enzymu z
powierzchni elektrody (Rys. 10.2a). Wielko$¢ rejestrowanego pradu zalezy od stezenia tlenu
w elektrolicie (Rys. 10.2b). Na woltamperogramie uzyskanym w roztworze nasyconym
argonem widoczny jest wcigz niewielki prad katodowy, wynikajacy prawdopodobnie z
putapkowania tlenu wewnatrz materiatu elektrodowego. Z tego samego powodu w
natlenionym roztworze warto$¢ pradu redukc;ji jest tylko 4,5 razy wieksza od rejestrowanej
W roztworze napowietrzonym.

0 of Ar
« 60 Y
E cykl 4 ]
<
}-120- 3 00y
| cyki 1 -150¢ o,
00 02 04 06 08 00 02 04 06 08
2) E vs. Ag|AgCl / V b) E vs. Ag|AgCI / V

Rys. 10.2 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) TMA-CNP(6)-BOD w natlenionym 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 4,8 cykle: 1-4, b) TDA-CNP(24)-BOD w nasyconym argonem (czarna krzywa),
napowietrzonym (czerwona krzywa), nasyconym tlenem (niebieska krzywa) 0,1 M buforze fosforanowym
pH = 4,8, 2-gie cykle,v=1mV s-1.
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Na gesto$¢ pradu redukcji tlenu wptywa liczba naniesionych na ITO warstw w
procesie LbL (Rys. 10.3). Optymalny efekt obserwuje sie dla elektrody pokrytej dwunastoma
warstwami zaréwno na TDA-CNP (Rys. 10.3a), jak i TMA-CNP (Rys. 10.3b) oraz TMA,,-CNP
(Rys. 10.5a). Co ciekawe, bioelektrokatalityczna redukcja tlenu przez BOD nastepuje nawet
na niezmodyfikowanym ITO 4, a warto$¢ rejestrowanego pradu jest mniejsza niz na TDA-
CNP(1), ale taka sama jak na TMA-CNP(1) (Rys. 10.3).
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Rys. 10.3 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) niemodyfikowanym ITO oraz
TDA-CNP(1,6,12,24)-BOD, b) TMA-CNP(1,6,12,24)-BOD; w nasyconym tlenem 0,1 M buforze fosforanowym
pH =48, 2-gie cykle,v=1mV sl

Zmiana elektrolitu, z optymalnego dla dziatania BOD, na 20 mM bufor fosforanowy pH = 7,4
zawierajacy jony chlorkowe, skutkuje znacznym spadkiem pradu redukcji tlenu, a takze
obnizeniem potencjatu do 0,5 V (Rys. 10.4). Elektrolit ten ze wzgledu na zbliZzone pH i sktad,
nazywany jest sztuczng surowicg krwi. Eksperyment ten wykonywano pod katem
potencjalnej aplikacji bioogniw do zasilania implantowanych urzadzen, jak mierniki
temperatury w miejscach pooperacyjnych.
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Rys. 10.4 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(12)-BOD w nasyconym tlenem: 0,1 M
buforze fosforanowym pH = 4,8 (czarna krzywa) i 20 mM buforze fosforanowym pH = 7,4, 0,15 M NaCl (czerwona
krzywa), 2-gie cykle,v=1mV st

Na elektrodach TMA,,-CNP potencjat pocztkowy redukcji tlenu jest nizszy niz na
TMA-CNP i wynosi 0,57 V (Rys. 10.5a). Ksztatt rejestrowanych krzywych takze jest inny, a
mate nachylenie zaleznosci pradu od potencjatu moze by¢ spowodowane duzym oporem
elektrycznym warstw. Na woltamperogramie uzyskanym na elektrodzie modyfikowanej
polikrzemianowym filmem (TMA,) i BOD (Rys. 10.5b), nie zaobserwowano pradu redukcji
tlenu co moze oznaczaé, Zze enzym nie adsorbuje sie na warstwie polikrzemianowej lub
blokuje ona kontakt pomiedzy BOD i elektroda.
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Rys. 10.5 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) TMAzq-CNP(1,6,12,24)-BOD, b) ITO-BOD (zielona
krzywa), ITO-TMAzo-BOD (czerwona krzywa), TMAzoi-CNP-BOD (fioletowa krzywa); w nasyconym tlenem 0,1 M
buforze fosforanowym pH = 4,8, 2-gie cykle,v=1mV s'L.

Majac na celu zwiekszenie wydajnosci katalizy enzymatycznej, zastosowano mediator
przeniesienia elektronu, ABTS?. Zakumulowano go na elektrodzie TDA-CNP, a nastepnie
zaadsorbowano BOD. Na tak przygotowanym materiale badano reakcje redukcji tlenu (Rys.
10.6a). Obecno$¢ mediatora nieznacznie zwiekszyla rejestrowane wartos$ci pradu. Rys. 10.6b
przedstawia wptyw szybkosci polaryzacji elektrody na ksztatt otrzymywanego
woltamperogramu. Mata szybkos$¢ polaryzacji pozwala zaobserwowac¢ powolny proces jakim
jest enzymatyczna redukcja tlenu, natomiast zwiekszanie szybko$ci powoduje pojawianie sie
pikéw utleniania-redukcji mediatora.
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a) b)

Rys. 10.6 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) TDA-CNP(1,6,12,24)-ABTS-BOD, 2-gie cykle,
v=1mV s, b) TDA-CNP(24)-ABTS-BOD; w nasyconym tlenem 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8, 2-gie cykle,
v=1,20,100 mV s'.

Podsumowujgc, przygotowano trzy rodzaje elektrod modyfikowanych enzymem,
oksydaza bilirubiny przez adsorpcje z roztworu: TDA-CNP(1,6,12,24)-BOD, TMA-
CNP(1,6,12,24)-BOD oraz TMA,q-CNP(1,6,12,24)-BOD. Na elektrodach badano proces
bezmediatorowej, enzymatycznej redukcji tlenu. Wszystkie zaproponowane podtoza
wykazywaty powinowactwo do BOD. Najlepsze parametry odnotowano na elektrodzie TMA-
CNP(12)-BOD: potencjat redukcji 0,63 V i gestos¢ pradu 200 pA cm2. W sztucznej surowicy
krwi jako elektrolicie, zaobserwowano zmniejszenie pradu i obnizenie potencjatu redukcji
tlenu. Adsorpcja mediatora na powierzchni elektrody nie wplyneta znaczaco na polepszenie

parametréw pracy elektrody.
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10.1 Hybrydowe ogniwo cynkowo-tlenowe

Elektrody polikrzemianowo-weglowe zmodyfikowane enzymem BOD, postuzyty jako
biokatody w jednokomorowym, hybrydowym ogniwie cynkowo-tlenowym. W ogniwie tym, w
trakcie utleniania cynku uwalniane elektrony przekazywane sg zewnetrznym obwodem do
katody, na ktérej zachodzi bioelektrokatalityczna redukcja tlenu bezposrednio do wody (Rys.
10.7). Dzieki wyeliminowaniu mediatora oraz unieruchomieniu enzymu na powierzchni
elektrody, skonstruowane ogniwo nie wymagato uzycia membrany oddzielajacej przestrzenie
przyelektrodowe. Jako anode oraz jednocze$nie paliwo ogniwa, zastosowano drut cynkowy
pokryty Nafionem, przez zanurzenie w 0,5% roztworze polimeru w alkoholu izopropylowym.
Po wysuszeniu, anoda gotowa byta do pracy, w czasie ktorej na jej powierzchni moze tworzy¢
sie hopeit, a warstwa Nafionu dodatkowo wspomaga ten proces (Rozdz. 4.1). Anoda i katoda
mialy poréwnywalng wielko$¢.

a)
Rys. 10.7 a) Schemat hybrydowego ogniwa cynkowo-tlenowego, b) zdjecie potaczonych szeregowo trzech ogniw
Hyb-Zn-02z katoda TDA-CNP(6)-BOD (o nieograniczonej powierzchni).

Parametry ogniw sprawdzano prowadzac pomiar réznicy potencjaléw pomiedzy
elektrodami w trybie galwanostatycznym, po obcigzeniu ogniwa stalym w czasie pradem
o zadanym natezeniu. Odczyt potencjatu prowadzono po 100 s od obcigzenia. W rezultacie
otrzymano charakterystyke pradowo-napieciowa skonstruowanych ogniw.

Napiecie obwodu otwartego ogniwa, w ktorym katode stanowi elektroda TDA-
CNP(6)-BOD, wynosi 1,68 Vw 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8 i jest niZsze jedynie o
0,07 V od najwyzszej wartoSci opisanej w literaturze 5 (Rozdz. 4.1). Natomiast maksymalna
gestos¢ mocy takiego ogniwa wynosi 75 pW cm-2 przy 1,07 V (Rys. 10.8a). Zamiana elektrolitu
na 20 mM bufor fosforanowy pH = 7,4 z dodatkiem jonéw chlorkowym spowodowata
pogorszenie parametréw pracy ogniwa. W takich warunkach OCV wynosi 1,5 V, a
maksymalna gesto$¢ mocy 25,8 yW cm-2 przy 1,03 V (Rys. 10.8b).
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- | | = - < n | | - <«
1,5 u [ ] u i —_—> L] L] m B B
> - " =% 5 1,2 . " l20 o
s 1,24 = n ! = > T
£ OE S g . s
) (2] u 10 )
09/ L20 3, 3
0,6 .
| |
0,61 m o = Lo
. . . 031l . . .
30 60 920 0 15 30 45
jIpAcm? j/pAcm?®

a)

b)

Rys. 10.8 Charakterystyka pradowo-napieciowa ogniwa Hyb-Zn-02 z katoda TDA-CNP(6)-BOD w: a) nasyconym
tlenem 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8, b) nasyconym tlenem 20 mM buforze fosforanowym pH = 7,4
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Uzycie katody pokrytej wieksza liczbg warstw, TMA-CNP(12)-BOD pozwolito na
uzyskanie wyzszej gestoSci mocy ogniwa 130,8 pW cm-2. OCV takiego ogniwa wynosi 1,69 V
(Rys. 10.9).
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Rys. 10.9 Charakterystyka pradowo-napieciowa ogniwa Hyb-Zn-02z z katodag TMA-CNP(12)-BOD w nasyconym
tlenem 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8.

Zamiana czastek polikrzemianowych na polikrzemianowy film (TMA,,-CNP(12)-BOD)
spowodowata znaczne pogorszenie parametrow ogniwa, co moze by¢ zwigzane z trzy razy
mniejszymi pragdami redukcji tlenu w poréwnaniu do rejestrowanych na TMA-CNP(12)-BOD
(Rys. 10.5a). Stosujac jako katode TMA,q-CNP(12)-BOD, OCV ogniwa wynosi 1,67 V, a
uzyskana gestos¢ mocy 46,5 pW cm2 przy 0,53 V (Rys. 10.10a). Zastosowanie sztucznej
surowicy krwi jako elektrolit pogarsza parametry ogniwa (Rys. 10.10b). OCV dla takiego
uktadu jest nizsze i wynosi 1,4 V.
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Rys. 10.10 Charakterystyka pradowo-napieciowa ogniwa Hyb-Zn-02 z katodg TMAz-CNP(12)-BOD w:
a) nasyconym tlenem 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8, b) nasyconym tlenem 20 mM buforze fosforanowym
pH7,410,1 M NaCl.

Podsumowujgc, przygotowano trzy typy ogniw, w ktorych anode stanowit drut
cynkowy pokryty Nafionem. Ogniwa r6znity sie zastosowang katodg: TDA-CNP(6)-BOD, TMA-
CNP(12)-BOD lub TMA.,-CNP(12)-BOD. Najwyzsze OCV wynoszace 1,69 V i maksymalng
gesto$¢ mocy, 131 uyW cm2, otrzymano stosujac katode TMA-CNP(12)-BOD. Zaobserwowano
takze korelacje pomiedzy pradem redukcji tlenu na katodzie a otrzymywang mocg ogniw.
Przygotowane ogniwa z powodzeniem pracowaty w sztucznej surowicy krwi.
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10.2 Paliwowe bioogniwo askorbinowo-tlenowe

Alternatywnym Zr6dtem paliwa dla bioogniw moze by¢ kwas askorbinowy (Rozdz.
4.2, Rys. 10.11). Wynika to ze stosunkowo niskiego potencjatu przy jakim AA utleniany jest na
niektérych podtozach weglowych. Okazato sie, ze elektrody utworzone z CNP wykazuja
zdolnos¢ do Kkatalizy tej reakcji i w potaczeniu z katodg modyfikowang BOD, mozliwe jest
skonstruowanie bioogniwa askorbinowo-tlenowego (AA-O;). W prezentowanym uktadzie
zastosowano anode modyfikowang CNP, utleniajacg paliwo AA oraz podobng katode,
modyfikowang BOD, na ktérej zachodzi czteroelektronowa redukcja tlenu (Rys. 10.11).
Ponadto, generowana moc zalezy od stezenia AA, dlatego tez ogniwo tego typu moze petnic
funkcje samonapedzajacego sie czujnika kwasu askorbinowego ®.

Rys. 10.11 Schemat dziatania ogniwa AA-Ox.

Na niezmodyfikowanym ITO nie obserwuje sie sygnatu pochodzacego od reakcji
utleniania AA (Rys. 10.12a). Natomiast na elektrodzie TMA-CNP(6) widoczny jest bardzo
dobrze wyksztatcony pik, a potencjat poczatkowy utleniania AA wynosi 0,025 V i jest
porownywalny do prezentowanego w literaturze 7 (Rys. 10.12a). Rejestrowana gesto$¢ pradu
jest wprost proporcjonalna do zmiany szybkoSci polaryzacji elektrody, co $wiadczy o
adsorpcji analitu, badz produktéw jego utleniania, na powierzchni elektrody.
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Rys. 10.12 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) niezmodyfikowanym ITO (czerwona Krzywa)
oraz na TMA-CNP(6) w 1 mM AA, b) TMA-CNP(6) w 1-10 mM AA; w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8,
2-gie cykle, v=20 mV s'1.
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Zmiana stezenia AA wywotuje sukcesywny, liniowy wzrost mierzonego pradu w zakresie
1-10 mM (j =172,7Caa + 57,9, R2=0,991) (Rys. 10.13).

-0.,3 0:0 0:3 0:6 0,9
E vs. Ag|AgCl/V
Rys. 10.13 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(6) w 1-10 mM AA w 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 4,8, 2-gie cykle, v=20 mV s'1.

Na elektrodzie TMA,,-CNP(6) potencjat poczatkowy utleniania AA wynosi 0,05 V.
Wraz ze zmiang liczby naniesionych warstw obserwuje sie znaczny wzrost pradu
pojemnosciowego oraz niewielkg zmiane potencjatu piku i potencjatu poczatkowego (Rys.
10.14).

200
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100} 2
24

-0.,6 -0.,3 0:0 0:3 0:6 0,9
E vs. Ag|AgCIl/ V
Rys. 10.14 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na niezmodyfikowanym ITO (zielona krzywa) oraz
na TMAz-CNP(1,6,12,24) w 1 mM AA w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8, 2-gie cykle, v=20 mV s1.

j/pA cm?

Jako optymalne podioze anodowe wybrano elektrode zbudowang z szeS$ciu warstw
TMA-CNP(6) lub TMA.,-CNP(6). Natomiast za podtoze katodowe postuzyty elektrody
pokryte dwunastoma warstwami i zmodyfikowane enzymem: TMA-CNP(12)-BOD lub TMAq-
CNP(12)-BOD. Ze wzgledu na mozliwg dezaktywacje enzymu wywotywang AA oraz
niepozadane utlenianie kwasu askorbinowego na katodzie (ang. crossover process) 8, po
adsorpcji BOD elektrode pokryto dodatkowo Nafionem. W tym celu elektode zanurzano w
roztworze Nafionu rozcienczconym w stosunku objetosciowym 1:500 w buforze
fosforanowym pH = 4,8. Taka modyfikacja utrudnia dostep AA do powierzchni elektrody
(Rys. 10.15), dlatego tez obserwuje sie znaczne mniejsze gestosci pradu dla tego procesu.
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Rys. 10.15 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) TMA-CNP(6) (czarna krzywa) i TMA-CNP(6)-NF
(czerwona krzywa), b) TMAzq-CNP(6) (czarna krzywa) oraz TMAzo-CNP(6)-NF (czerwona krzywa); w nasyconym
tlenem 1 mM AA w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8, 2-gie cykle, v=1 mV s-1.

Rys. 10.16 przedstawia woltamperogramy redukcji tlenu na obydwu katodach w obecnosci
AA w elektrolicie. Wida¢, ze na niezabezpieczonej polimerem elektrodzie, poza redukcjg
tlenu, zachodzi takze proces utleniania AA przejawiajacy sie wystepowaniem pradow
anodowych (niebieskie krzywe). Ochrona Nafionowa skutecznie uniemozliwia dotarcie AA do
powierzchni elektrody (czerwone krzywe) i eliminuje procesy anodowe. W pewnym stopniu
blokuje takze doptyw tlenu, przez co rejestrowany prad jest nizszy od pradow
obserwowanych bez warstwy ochronnej na elektrodzie i AA w elektrolicie (czarne krzywe).
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bez Nafionu, AA
. . o
g 0 g 20
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. . . . -60 . . . .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E vs. A Cl/V
a) E vs. Ag|AgCl/ V b) glAg

Rys. 10.16 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) TMA-CNP(12)-BOD (czarna i niebieska krzywa)

oraz na TMA-CNP(12)-BOD-NF (czerwona krzywa), b) TMAz0i-CNP(12)-BOD (czarna i niebieska krzywa) oraz na

TMAz0-CNP(12)-BOD-NF (czerwona krzywa), w nasyconym tlenem 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8 (czarne
krzywe) oraz z dodatkiem 1 mM AA (czerwone i niebieskie krzywe), 2-gie cykle, v=1 mV s-..

OCV ogniwa AA-O, w ktérym funkcje anody petni TMA,,-CNP(6), a katody TMA-
CNP(12)-BOD wynosi 0,30 V (Rys. 10.17a). Po modyfikacji katody Nafionem, TMA,q-CNP(12)-
BOD-NF, OCV jest nieco wyzsze i wynosi 0,32 V (Rys. 10.17b). Wartosci te odbiegaja od
teoretycznego OCV wynoszgcego ok. 0,50 V. Maksymalna otrzymana gesto$¢ mocy wynosi
odpowiednio: dla ogniwa z katoda bez modyfikacji Nafionem 0,46 pW cm2 oraz po
modyfikacji Nafionem 1,0 pW cm-2. Widoczna jest wiec duza poprawa parametréw dzieki
zastosowaniu ochrony polimerowe;j.
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Rys. 10.17 Charakterystyka pradowo-napieciowa ogniwa z anodg TMAz0-CNP(6) oraz katoda: a) TMAzo-CNP(12)-
BOD, b) TMAz0i-CNP(12)-BOD-NF; w nasyconym tlenem 1 mM AA w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8.

OCV ogniwa AA-0;, w ktérym funkcje anody pelni TMA-CNP(6), a katody TMA-
CNP(12)-BOD wynosi 0,57 V (Rys. 10.18a). Jest to warto$¢ poréwnywalna z opisang w
literaturze ¢. Zastosowanie ochrony Nafionowej TMA-CNP(12)-BOD-NF w tym przypadku nie
ma wplywu na warto$¢ OCV. Maksymalna gesto$¢ mocy wynosi odpowiednio dla ogniwa z
katodg bez modyfikacji Nafionem 4,18 pW cm2 oraz po modyfikacji 5,15 pW cm2 (Rys.

10.18b).
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Rys. 10.18 Charakterystyka pradowo-napieciowa ogniwa z anodg TMA-CNP(6) oraz katoda: a) TMA-CNP(12)-
BOD, b) TMA-CNP(12)-BOD-NF; w nasyconym tlenem 1 mM AA w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8.

Zbadano wptyw stezenia AA na parametry ogniwa AA-O (Rys. 10.19, 10.20). Im
wyzsze jest stezenie paliwa, tym wyzsza generowana moc przez ogniwo.
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Rys. 10.19 Charakterystyka pradowo-napieciowa ogniwa z anodg TMA-CNP(6) oraz katoda TMA-CNP(12)-BOD-
NF w a) 0,25 mM AA, B) 0,5 mM AA; w nasycony tlenem 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8.

Ogniwo to moze stuzy¢ jako samonapedzajacy sie czujnik kwasu askorbinowego, czyli
urzadzenie, ktore do dziatania nie potrzebuje zewnetrznego Zrddta zasilania.
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Rys. 10.20 Maksymalna gesto$¢ mocy generowana przez ogniwo z anoda TMA-CNP(6) oraz katodg TMA-CNP(12)-
BOD-NF w funkcji stezenia AA w nasyconym tlenem 0,1 M buforze fosforanowym pH = 4,8.

Podsumowujac, proces utleniania kwasu askorbinowego badano na dwéch typach
elektrod: TMA-CNP oraz TMA,-CNP. Obydwa wykazaty bardzo dobre wiasciwosci
katalityczne w stosunku do tej reakcji i postuzyty do zbudowania ogniw zasilanych AA:

(-)TMA-CNP(6)|AA,bufor fosforanowy pH=4,8| TMA-CNP(12)-BOD-NF(+),

(-)TMA,,1-CNP(6)|AA, bufor fosforanowy pH=4,8| TMA,,-CNP(12)-BOD-NF(+).
Modyfikacja katody polimerem kationowymiennym, Nafionem, umozliwita skuteczng
ochrone katody przed niepozagdanym utlenianiem paliwa i dezaktywacja enzymu.
Maksymalna uzyskana gesto$¢ mocy wynosi 5,15 pW cm-2, natomiast OCV 0,57 V. Moc takiego
ogniwa zalezy od stezenia paliwa, dlatego moze ono pelni¢ role samonapedzajacego sie
czujnika kwasu askorbinowego.
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11. Zastosowanie elektrod polikrzemianowo-weglowych
do oznaczania dopaminy

Przygotowane elektrody polikrzemianowo-weglowe wykazujg katalityczne
wtasciwosci w stosunku do utleniania dopaminy oraz innych biologicznych molekut. Jak
opisano w Rozdz. 5.1 oznaczanie DA jest niezwykle wazne ze wzgledu na diagnostyke m.in.
choroby Parkinsona. Zastosowanie nanoczastek wegla, CNP oraz czastek polikrzemianowych
umozliwito jej oznaczenie z dobra czutoscia w obecnosci substancji przeszkadzajacych, ktére
w ptynach fizjologicznych wystepujg w wysokich stezeniach: AA oraz UA lub AC. Uzycie tych
podtozy umozliwito separacje sygnatéw pradowych pochodzacych od tych aktywnych
elektrochemicznie substancji. W tym rozdziale omoéwiona zostanie detekcja DA na
elektrodzie TDA-CNP. Utlenianie DA na elektrodach TMA-CNP nie odbiegato znaczaco od
prezentowanych rezultatéw 1. Stosowany uktad pomiarowy przedstawiono na Rys. 11.1.

Rys. 11.1 Troéjelektrodowy uktad pomiarowy stuzacy do detekcji dopaminy.

Rys. 11.2a przedstawia woltamperogram utleniania DA na niezmodyfikowanym ITO
oraz na TDA-CNP(6). Widoczny jest duzy wptyw podtoza na zachodzacy proces, ktéry na
niemodyfikowanym ITO jest praktycznie nieodwracalny. Natomiast na TDA-CNP piki
utleniania-redukcji sg bardzo dobrze wyksztalcone, potencjat formalny wynosi 0,35 V,
a potencjat piku anodowego 0,43 V. Liniowa zalezno$¢ pradu anodowego i katodowego od
pierwiastka z szybkoSci polaryzacji (Rys. 11.2a, wstawka) $wiadczy o tym, Ze proces
kontrolowany jest przez szybko$¢ dyfuzji analitu do powierzchni elektrody. Inne zachowanie
obserwuje sie w przypadku utleniania AA (Rys. 11.2b), ktére to limitowane jest adsorpcjg AA,
na co wskazuje liniowa zalezno$¢ pradu piku od szybkoSci polaryzacji elektrody (Rys. 11.2b,
wstawka). Potencjat piku utleniania AA wynosi 0,152 V, a wiec oznaczenie dopaminy w jego
obecnos$ci jest mozliwe ze wzgledu na wystarczajace rozdzielenie sygnatow
elektrochemicznych.

s 4 200 180
600 Lant TDA-CNP(6) 400}
Ig 300 i ‘\l‘E 30 60 .
< : 2 200f v
3 1
= TDA-CNP(6)
= o} =
(1]
_300 i ITO
0,0 0,3 0,6 -0,4 0,0 0,4 0,8
E vs. Ag|AgCl /| V .
a) glAg b) E vs. Ag|AgCI/ V

Rys. 11.2 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na niemodyfikowanym ITO (czerwone krzywe) oraz
na elektrodzie TDA-CNP(6) w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 5 zawierajacym: a) 1 mM DA, b) nasycony
argonem 2 mM AA; cykle: 1-4, v = 20 mV s-1. Wstawki: zalezno$¢ pradu piku od szybkosci polaryzacji elektrody.
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Potencjatl piku utleniania kwasu moczowego na elektrodzie TDA-CNP(6) wynosi 0,53 V (Rys.
11.3a) i jest 0 0,1 V wyzZszy od rejestrowanego dla utleniania DA, a proces kontrolowany jest
dyfuzyja substratu (Rys. 11.3a wstawka). Na niemodyfikowanym ITO nie obserwuje sie
sygnatu dla tej reakcji. Kolejng testowang substancja byt lek przeciwboélowy, acetaminofen
(Rys. 11.3b). Potencjat piku utleniania AC wynosi 0,5 V, jest wyzszy o 70 mV od potencjatu
utleniana DA. Proces ten kontrolowany jest przez adsorpcje substratu o czym $wiadczy
liniowa zalezno$¢ pradu piku od szybkoSci polaryzacji (11.3b, wstawka).

" 150 75 N
300 .
TDA-CNP(6)
50 { :
”E 200} .- " TDA-CNP(6) “-‘E N
(3] 0] % 25Fs 100
<
3
= 100} = o}
ITO
| i c\/
0,0 0,3 0,6 0,9 0,2 0,4 0,6
a) E vs. Ag|AgCI/V b) E vs. Ag|AgCl / V

Rys. 11.3 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na niemodyfikowanym ITO (czerwone krzywe) oraz na
elektrodzie TDA-CNP(6) w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 5 zawierajacym: a) 1 mM UA, cykle: 1-4, b) 0,1 mM
AC, cykle: 1-2; v = 20 mV s-1. Wstawki: zalezno$¢ mierzonego pradu piku od szybkosci polaryzacji elektrody.

Woltamperogramy otrzymane na elektrodzie TDA-CNP(6) wykazuja duza stabilnos¢
w przypadku omawianych proceséw i wraz z kolejnymi cyklami nie obserwuje sie znaczacych
zmian rejestrowanego pradu i potencjatu. Oznaczenie DA mozliwe jest w obecnosci AA i UA
oraz AA i AC. Rys. 11.6 przedstawia woltamogramy cykliczne dla mieszaniny tych zwigzkéw
zarejestrowane na elektrodzie ITO i TDA-CNP(6): AA, DA, UA (Rys. 11.6a) oraz AA, DA, AC
(Rys. 11.6b). Rozseparowanie poszczegdlnych sygnaléw woltamperometrycznych na TDA-
CNP(6) w poréwnaniu do ITO jest wyraznie widoczne. Modyfikacja powierzchni znaczaco
obniza nadpotencjat wszystkich omawianych wyzej proceséw i zapewnia korzystne warunki
do odwracalnego utleniania DA. Moze by¢é to spowodowane oddziatywaniami
elektrostatycznymi pomiedzy grupami fenylosulfonowymi a protonowang formg DA.
Natomiast protonowana forma AC (pKa = 9,5 2) moze tworzy¢ wigzania wodorowe z wolnymi
grupami OH czastek polikrzemianowych.

DA

UA 300}
DA
800}
e AA = 150
) )
< 400}
= TDA-CNP(6) El [1]8
- ITO TDA-CNP(6)
ol
-150 }
0.0 0.3 0.6 0.9 0,0 0,3 0,6 0,9
i E vs. Ag|AgCI / V
a) E vs. Ag|AgCI / V b)

Rys. 11.4 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na niemodyfikowanym ITO (czerwone krzywe) oraz na
elektrodzie TDA-CNP(6) w 0,1 M buforze fosforanowym pH =5 zawierajacym: a) 2 mM AA, 2 mM DA, 1 mM UA,
b) 1 mM AA, 1 mM DA, 0,1 mM AC; 2-gie cykle, v=20 mV s-1.
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[lo$¢ osadzanego materiatu wptywa na ksztatt rejestrowanych woltamperogramow
(Rys. 11.5). Jedna warstwa nie jest wystarczajgca do otrzymania dobrze wyksztatconych i
odseparowanych pikow dla mieszaniny AA, DA i UA. Rejestrowane gestosci pragdu pikéw sg w
przyblizeniu proporcjonalne do liczby osadzonych warstw TDA-CNP. Do oznaczania DA
wybrano elektrode pokryta sze$cioma warstwami, tgczac dobre witasciwosci katalityczne,
nieduzy prad pojemnos$ciowy i stosunkowo krotki czas przygotowania (Rys. 9.6a).

2000
1500} 24
§
S 1000} s
=
~ 6
= 500}
1
oF

0,0 0,3 0,6 0,9
E vs. Ag|AgCI / V

Rys. 11.5 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na niemodyfikowanym TDA-CNP(1,6,12,24)
w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 5 zawierajagcym 2 mM AA, 2 mM DA, 1 mM UA, 2-gie cykle, v=20 mV s-1.

Stosujac elektrode TDA-CNP(6) badano sygnat elektrochemiczny innych substancji
ktdre potencjalnie mogg zaktécac oznaczanie DA. Okazato sie ze 0,1 mM: kwas cytrynowy (pH
=5), NADH (pH = 7,4) i tryptofan (pH = 5, potencjal piku utleniania 0,78 V) nie majg wplywu
na detekcje DA.

Woltamperogramy zarejestrowane w buforze fosforanowym o réznym pH pozwalajg
na blizsze przyjrzenie sie mechanizmowi reakcji redoks DA, w ktérej biorg udzial protony
(Rys.11.6, Rozdz. 5.1). Potencjat formalny tej reakcji (E1/2) zalezy liniowo od pH. W obecnoSci
AA i UA nachylenie prostej wynosi -0,058 V pH-! i jest to warto$¢ oczekiwana dla procesu
dwuelektronowo dwuprotonowego (Rozdz. 5.1, Rdwn. 5.3). Tymczasem gdy w elektrolicie
wystepuje AA i AC, nachylenie jest mniejsze i wynosi -0,078 V pH-l. Ma to zwiazek z
naktadaniem sie sygnatéw pochodzacych od utleniania AA i AC w pH o wyzszych warto$ciach
(Rys. 11.6b). Podobny efekt naktadania pikow od AA i DA widac¢ na Rys. 11.6a. Pozwala to na
stosowanie elektrolitu o pH ponizej 7.
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<
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Rys. 11.6 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na n TDA-CNP(6) w 0,1 M buforze fosforanowym
pH = 4,5-8 zawierajgcym: a) 2 mM AA, 2 mM DA, 1 mM UA, b) 1 mM AA, 1 mM DA, 0,1 mM AC; 2-gie cykle, v =20
mV s-1,
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[loSciowe oznaczenie DA wykonano na elektrodzie TDA-CNP(6) w obecnosci
substancji przeszkadzajacych. Do elektrolitu zawierajacego AA i UA, sukcesywne dodawano
DA o okre$lonym stezeniu i kazdorazowo rejestrowano krzywa woltamperometryczng. W
celu zwiekszenia czutosci wybrano technike DPV. Rys. 11.7a przedstawia wyrazny wzrost
mierzonego pradu piku utleniania DA wraz ze zwiekszaniem stezenia DA. Dla catego
mierzonego zakresu stezen 0,4-350 uM DA, dopasowano krzywa ekspotencjalng wyrazong
réwnaniem I, = - 45,12exp(-Cpa/73,6) - 15,01exp(-Cpa/7,12) + 59,46, R2= 0,999 (Rys. 11.7Db).
Zakres liniowy tej zalezno$ci miesci sie w przedziale 0,4-6,0 pM (I, = 2,51Cpa - 0,508, R2 =
0,993), a granica wykrywalno$ci wynosi 0,135 pM DA (dla S/N = 3) (Rys. 11.7b, wstawka).

400 60}
wE 300}
: i 40 .
3 200} -
= =" 20}
100 |
AA DA UA ol
0 i i i i "
0,0 0,3 0,6 0,9 0 100 200 300 400
E vs. Ag|AgCIl / V C_./uM
a) b) DA

Rys. 11.7 a) Krzywe réznicowej woltamperometrii pulsowej zarejestrowane na TDA-CNP(6) w 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 5 zawierajagcym 2 mM AA, 1 mM UA oraz 0,4 - 350 uM DA, v=20 mV s-1, amplituda pulsu = 60
mV, szerokos$¢ pulsu = 50 ms, odstep pulsu = 100 ms, b) krzywa kalibracyjna DA na podstawie pomiaru DPV z Rys.

11.7a; wstawka - liniowy zakres krzywej kalibracyjnej.

Po zamianie UA na AC, oznaczono dopamine w zakresie stezenia 0,3-23,5 uM (Rys. 11.8a)
z dopasowana krzywa ekspotencjalng o réwnaniu I, = -30,74exp(-Cpa/16,13) - 30,74exp
(-Cpa/16,13) + 59,84, R2= 0,995 (Rys. 11.8b). Zakres liniowy wyznaczono w przedziale
0,3-18 puM (Ipq = 2,03Cpa - 0,240, R2 = 0,996) z granicg wykrywalnosci 0,103 uM (dla S/N = 3)
(Rys. 11.8a, wstawka). Pomimo mniejszej réznicy potencjatéw pikéw utleniania DA i AC niz w
przypadku DA i UA, osiaggnieto wieksza czuto$¢ i szerszy zakres liniowy.
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Rys. 11.8 a) Krzywe rdznicowej woltamperometrii pulsowej zarejestrowane na TDA-CNP(6) w 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 5 zawierajacym 1 mM AA, 0,1 mM AC oraz 0,3 - 23,5 uM DA, v = 20 mV s}, amplituda pulsu =
60 mV, szeroko$¢ pulsu = 50 ms, odstep pulsu = 100 ms, b) krzywa kalibracyjna DA na podstawie pomiaru DPV z

Rys. 11.8a; wstawka - liniowy zakres krzywej kalibracyjne;.

Stabilnos¢ pracy elektrody badano przez poréwnanie pradu piku utleniania DA po
réznym czasie przechowywania elektrody. Przechowujac ja w 0,1 M buforze fosforanowym
pH = 5, po 10 dniach zaobserwowano jedynie 10% spadek mierzonego pradu piku (Rys.
11.9a). Natomiast przechowywanie elektrody na powietrzu powoduje 50% obnizenie
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mierzonego pradu piku w tym samym czasie (Rys. 11.9b). Z tego wzgledu rekomendowane
jest przechowywanie czujnika w roztworze buforowym.

0 0} a
= mnm
"am m g4 " m

i 60 | < 60} u |
-~ — u [ ] ] | |
- 30} . 30}

o i i i o i i i

0 100 200 300 0 100 200 300
a) t/h b) t/h

Rys. 11. Prad piku utleniania dopaminy na TDA-CNP(6) wzgledem czasu przechowywania elektrody: a) w 0,1 M
buforze fosforanowym pH = 5, b) na powietrzu. Na podstawie woltamperometrii cyklicznej w 2 mM DA,
0,1 M bufor fosforanowy pH =5, v =20 mV s-1.

Podsumowujac, w oparciu o elektrode TDA-CNP otrzymang metodg LbL,
przygotowano amperometryczny czujnik dopaminy pozwalajacy na pomiar jej stezenia w
obecnosci roznych substancji przeszkadzajacych, a przede wszystkim: AA, UA i AC.
Otrzymana granica wykrywalnosci (0,1 pM) jest poréownywalna z innymi czujnikami
amperometrycznymi (Tab. 11.1) i umozliwia pomiar steZenia DA na poziomie wystepujacym
u ludzi zdrowych. Jest to wystarczajgce do wstepnej diagnostyki pacjentéw. Czujnik ten
badano pod katem stabilnosSci pracy, czasu przechowywania, wptywu pH elektrolitu oraz

stopnia pokrycia elektrody.

Tab. 11.1 Poréwnanie parametréw elektrochemicznych czujnikdw dopaminy opartych na nanomateriatach

weglowych.
Zakres LOD
Materiat elektrodowy Substancje zaklécajace | liniowy “10¢ | Metoda | Zrédto
x106 mol dm-
mol dm-3 2
ITO/CNP-PDDA AA 0,1-10 0,05 DPV 3
Grafit/PDDA-MWCNT-sulfonian AA, UA 50-350 0,15 AC 4
polistyrenu
ITO/poliamidoamiga-MWCNT- AA 2,5-240 0,54 cv 5
sulfonowana ftalocyjanina niklu

-cykl -MWCNT- 6

GC/B-cy! odeF(stryna C i 0,1-25 0,06 DPV

chitosan

I AA, UA, kwas cytrynowy, 7

(ig/ Sl": (;I:Tdb;?(?xk glukoza, cysteina, kwas 4-120 0,6 DPV

tylopirydy y hipurowy
ITO/CNP(+)-CNP(-) AA, UA 0,4-350 0,4 DPV 8
CPE/me?oporow_/vate czastki AA UA 0,4-25 01 DPV 9
polikrzemianowe
GC/CNP-cysteina - 0,1-10 0,0036 DPV 10
GC/poli(dibrofluoresceina) AA, UA 0,2-200 0,03 cv 1
GC/CNT-tlenek grafenu-ciecz jonowa - 8x106-15 | 3x10-6 Swv 12
AA, UA, AC, tryptofan, niniejsza
TDA-CNP(6 0,3-18 0,1 DPV
(6) kwas cytrynowy, NADH ’ ’ praca
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12. Czujniki pestycydow fosforoorganicznych

12.1 Spektrofotometryczny pomiar stezenia tiocholiny i aktywnos$ci
enzymu

Tiocholina jest nietrwaltym zwigzkiem chemicznym, dlatego tez jest niedostepna na
rynku komercyjnym. Wymaga syntezy laboratoryjnej, polegajacej na enzymatycznej
hydrolizie chlorku acetylotiocholiny katalizowanej przez acetylocholinoesteraze (Réwn.
5.11).

Synteze TC przeprowadzono przez zmieszanie 5 ml 0,1 M roztworu ATCl w buforze
fosforanowym pH = 7 z 500 ul 0,7 mg ml! roztworu AChE w buforze fosforanowym pH = 7.
Roztw6r mieszano mechanicznie przez kolejne 2 godziny. Nastepnie po odpowiednim
rozcienczeniu przeprowadzano spektrofotometryczny pomiar stezenia tiocholiny metoda
Ellmana wg Tab. 12.1 1. Niewielkie porcje roztworu TC o oznaczonym stezeniu zamrazano w
temperaturze -20°C i przechowywano przez kilka miesiecy bez wptywu na jego stabilnos$¢.

Tab. 12.1 Sktad roztworéw stosowanych do spektrofotometrycznego oznaczenia stezenia tiocholiny.

Odczvnnik Kuweta Kuweta
y odniesienia [pl] | pomiarowa [ul]
0,1 M bufor fosforanowy pH = 7 900 895
0,01 M DTNB
w buforze fosforanowym pH=7 100 100
5 mM tiocholina - 5

Metoda Ellmana polega na pomiarze absorbancji roztworu przy dlugosci fali rownej 412 nm,
przy ktorej wystepuje pik absorpcji (Rys. 12.1a) charakterystyczny dla produktu reakcji
odczynnika Ellmana (kwasu 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoesowego), DTNB) ze zwigzkami
posiadajacymi grupy tiolowe (Rown. 12.1). Rys. 12.1b przedstawia kuwety pomiarowe przed

i po dodaniu TC.

0 /@i’*‘:z NO, NO,
~SH + S, OH —_— +
- ” O)ﬁ s o Se OH - OH
o,N o o] o]

DTNB

(12.1)
0,3}
3,
g 02}
(5]
2
[}
é 01}
0,0t - =
400 500 600
a) Dtugos¢ fali/ nm b)

Rys. 12.1 a) Widmo UV-Vis przedstawiajace pik przy dtugosci fali 412 nm pochodzacy od barwnego, zéttego
produktu reakgji tiocholiny z DTNB, b) kuweta pomiarowa przed i po dodaniu TC (zétty roztwér).
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Nastepnie, korzystajac z prawa Lamberta-Beera (Réwn. 12.2), obliczano stezenie tiocholiny,
Cre.

Cre = é X D, (12.2) 1

Uwzgledniajgc wspdtczynnik ekstynkeji, € = 13600 1 i czynnik rozcienczenia D, stezenie TC
obliczano wedtug réwnania (Réwn. 12.3).

A 1000 _ 105

TC:@ XT XT (12.3) 1

Przygotowanie bioczujnika do wykrywania pestycydéw fosforoorganicznych wymaga

immobilizacji enzymu AChE na elektroaktywnej powierzchni Kkatalizujgcej utlenianie TC.

Wynika to z mechanizmu dzialania takiego sensora, ktéry polega na detekcji sygnatu

elektrochemicznego utleniania TC wytwarzanej przez AChE. Pestycydy fosforoorganiczne

nieodwracalnie inhibituja dziatanie enzymu, co powoduje Ze generuje on mniej TC. To z kolei

wywotuje spadek sygnalu amperometrycznego proporcjonalny do stezenia pestycydu (Rys.
12.2).

\@E Acetylotiocholina

4, Tiocholina (red)
0 &* »
- 3 o

Tiocholina (ox)

Rys. 12.2 Schemat dziatania amperometrycznego bioczujnika na pestycydy, np. paraokson i TEPP.

Kazdorazowo przed immobilizacja enzymu, sprawdzana byta jego aktywno$¢ za
pomocg wspomnianej wcze$niej spektrofotometrycznej metody Ellmana (Réwn. 12.1) 2
Zamiast chlorku acetylotiocholiny, uzywano tanszego jodku acetylotiocholiny (ATI).
Wyznaczanie aktywnosci ATCI polegato na pomiarze absorbancji przy 412 nm w czasie jednej
minuty. Do tego celu stosowano roztwory o sktadzie przedstawionym w Tab.12.2.
Na podstawie zmiany absorbancji w okreslonym czasie i Rown. 12.4 obliczano aktywno$¢
enzymu w przeliczeniu na jeden czujnik (objeto$¢ unieruchamianego enzymu na jednym
czujniku).

Tab. 12.2 Sktad roztworéw uzywanych do spektrofotometrycznego oznaczenia aktywnos$ci enzymu.

Odczynnik Kuweta odniesienia [pl] Kuweta pomiarowa [ul]
0,1 M bufor fosforanowy pH = 7 500 490
1
(w buforzlertr':)gsg:*arll)(;rvyy]in pH=7) 300 300
Woda 100 100
10 mM ATI w 15 mM NaCl 100 100
AChE - 10
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AA 5

< _at”® -1
Aktywnos¢ AChE = 13600 [Uml™] (12.4)

Pomiary czutosci wygladaty nastepujaco. Najpierw wykonywano pomiar tlta w
czystym 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, a nastepnie dodawano ATCI i rejestrowano
amperometryczng odpowiedz uktadu przy danym potencjale w okreslonym czasie. Pomiar
taki wykonywano co najmniej trzykrotnie az do rejestracji stabilnego i powtarzalnego
sygnatu pragdowego. Nastepnie, inkubowano elektrode w wodnym roztworze pestycydu o
znanym stezeniu, przez S$ciSle okreSlony czas, po czym powtarzano eksperyment
amperometryczny. Za kazdym razem elektroda ptukana byta w czystej dejonizowanej wodzie
i osuszana. Warto$¢ procentowq inhibicji enzymu obliczano na podstawie Réwn. 12.5.

. L. I -1 . P
Inhlbw]a% — kontrolne — !po inhibicji XlOO% (12.5)

Ikontroine

Ixontrome - warto$¢ pradu mierzona przed inhibicja

Lo inhibicji - Warto$¢ pradu mierzona po inkubacji elektrody w roztworze pestycydu

Uzywano dwoéch typow enzymu AChE, izolowanego z wegorza elektrycznego (Electric
eel, EE) oraz genetycznie modyfikowanego izolowanego z muszki owocéwki (Drosophila
melanogaster, B394). Ten ostatni wymagat wstepnego oczyszczania ze stabilizatoréw przez
dialize (Rys. 12.3). W tym celu umieszczano porcje zawiesiny enzymu w 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 7 w kasecie dializacyjnej, wcze$niej kondycjonowanej w czystym buforze
przez 30 min. Nastepnie, kaseta zostata zanurzona w zlewce wypelnionej mieszanym 0,025 M
buforem fosforanowym pH = 7 na 24 godz. W tym czasie dwukrotnie wymieniano bufor (Rys.
12.3). Po tej procedurze do enzymu dodano albumine surowicy bydlecej (ang. bovine serum
albumin, BSA) o stezeniu 1 mg ml-1.

Rys. 12.3 Oczyszczanie enzymu B394 w kasecie dializacyjne;j.

W przypadku niektérych z przygotowanych czujnikéw, mozliwa byla reaktywacja
enzymu z zastosowaniem silnego zwigzku nukleofilowego, ktéry powoduje oddysocjowanie
zwigzku fosforoorganicznego z enzymu (Rozdz. 5.1). Zwykle do tego celu stosowane s3
oksymy, np. pralidoksym (2-PAM). W celu odtrucia czujnika, elektroda byta inkubowana w 5
mM roztworze wodnym 2-PAM przez okres$lony czas.
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12.2 Wybor podlozy elektrodowych wykazujacych aktywnos¢
elektrokatalityczng w stosunku do utleniania tiocholiny

W niniejszym rozdziale przedstawiono rézne podtoza weglowe, wykazujace
elektrokatalityczne wiasciwosci w stosunku do utleniania tiocholiny. Elektrody te zostaty,
badZz mogg zosta¢ uzyte do detekcji TC. Znalezienie odpowiedniego katalizatora tej reakcji

jest niezbedne do opracowania czujnika OP i jest traktowane jako etap poprzedzajacy jego
przygotowanie.

12.2.1 Elektrody polikrzemianowo-weglowe otrzymane metodg warstwa-po-warstwie

Omawiane wcze$niej elektrody TMA-CNP zbadano takze pod katem zdolnosci do
utleniania tiocholiny. Poréwnanie woltamperogramoéw zarejestrowanych na czystym podtozu
ITO i elektrodzie modyfikowanej TMA-CNP(6) przedstawia Rys. 12.4a. Na ITO nie zachodzi
zadna reakcja i niewidoczny jest sygnat pradowy. Natomiast modyfikacja CNP i TMA
powoduje pojawienie sie bardzo dobrze wyksztatconego piku przy potencjale 0,2 V. Wraz ze
wzrostem ilo$ci materialu obserwuje sie obnizenie potencjalu piku utleniania TC (Rys.
12.4b). Zwiazane jest to ze stopniowa zmiang topografii powierzchni elektrody. Przy
wiekszych pokryciach, materiat formuje wysokie wyspy co wptywa na szybko$¢ i rodzaj
dyfuzji TC do powierzchni elektrody. Do pojawienia sie efektu katalitycznego, wystarczajace
jest naniesienie tylko jednej warstwy polikrzemianowo-weglowe;j.

200 200} 6

TMA-CNP(6)

-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 -0,3 0,0 0,3 0,6 0,9
a) E vs. Ag|AgCIl / V b) E vs. Ag|AgCl / V

Rys. 12.4 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na: a) niemodyfikowanym ITO (czerwona krzywa) oraz
na TMA-CNP(6) (czarna krzywa), b) niemodyfikowanym ITO (czerwona krzywa) oraz na TMA-CNP(1,6,12,24); w
5mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, 2-gie cykle, v=10 mV s'1.

W kolejnych, rejestrowanych cyklach utleniania TC na TMA-CNP(6), obserwuje sie
poczatkowy szybki spadek pradu i niewielki wzrost potencjatu (Rys. 12.5a). Natomiast
poczawszy od czwartego cyklu, prad piku praktycznie sie nie zmienia. Wraz ze zmiang
szybkosci polaryzacji wzrasta prad pojemnosciowy, a potencjat piku utleniania TC przesuwa
sie w strone wyzszych wartosci (Rys. 12.5b). Dlatego jako optymalng wybrano stosunkowo
wolng szybko$¢ polaryzacji, 10 mV s-1. Rejestrowany prad piku zalezy liniowo od zmiany
szybkosci przemiatania (Rys.12.5 wstawka), co wskazuje na proces kontrolowany szybkos$cia
adsorpcji TC na powierzchni elektrody.
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a) E vs. Ag|AgCI/ V b) E vs. Ag|AgCl / V

Rys. 12.5 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(6): a) kolejne cykle: 1-10, v=10 mV s'1, b)
rézne szybkosci polaryzacji v = 5-200 mV s-1, 2-gie cykle; 5 mM TC, 0,1 M bufor fosforanowy pH = 7, wstawka -
zalezno$¢ pradu piku utleniania TC od szybkosci polaryzacji elektrody.

Badano takze wptyw pH na utlenianie TC (Rys. 12.6a). Obserwowana zalezno$¢
ksztattu woltamperograméw od pH wigze sie z udzialem jondw wodorowych w tej reakcji
(Réwn. 5.12). Im wyzsze pH tym nizszy rejestrowany potencjat piku. Zwigzane jest to z
mechanizmem reakcji utleniania TC (Rozdz. 5.2.1). Prawdopodobnie dla niZszych warto$ci
pH dominuje mechanizm w ktédrym najpierw utlenieniu ulega sprotonowana forma TC, a
nastepnie zachodzi deprotonowanie, powstanie rodnika i jego dimeryzacja. Natomiast w
wyzszym pH najpierw zachodzi deprotonowanie TC, a nastepnie jej utlenianie i dimeryzacja.

Woltamperometria hydrodynamiczna (Rys. 12.6b) postuzyla do wyznaczenia
optymalnego potencjatu utleniania TC (0,25 V) w warunkach amperometrycznych. W celu
przygotowania krzywej przedstawionej na Rys. 12.6b, wykonywano pomiar
chronoamperometryczny w mieszanym roztworze 5 mM TC, zmieniajac potencjat co 50 mV i
odczytujac prad po 50 s. Powyzej optymalnego potencjatu, 0,25 V, obserwowano plateau

pradowe.
200} 100} punt®
: 100 < 50 )
< = ]
= [
[
ot 0 L .
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 -0.,2 0:0 0:2 0:4
a) E vs. Ag|AgCI/V b) E vs. Ag|AgCl/V

Rys. 12.6 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(6) w 5 mM TC w 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 5-9, 2-gie cykle, v = 10 mV s, b) woltamperogram hydrodynamiczny zarejestrowany
na TMA-CNP(6) w 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7.

Do przygotowania krzywej kalibracyjnej wybrano szeSciowarstwowa elektrode, TMA-
CNP(6), jako korzystng pod katem parametrow elektrokatalitycznych oraz czasu
przygotowania. Przeprowadzono eksperyment chronoamperometryczny polegajacy na
pomiarze pradu w czasie, po przytozeniu statego potencjatu 0,25 V, przy ktérym obserwuje
sie utlenianie TC. Roztwér TC w buforze fosforanowym o pH = 7 mieszano i sukcesywnie
dodawano matymi porcjami stezony roztwoér TC, rejestrujgc wzrost pradu (Rys. 12.7a,b).
Wyniki wskazuja na szybka i stabilng odpowiedZ czujnika na obecnos$¢ TC (Rys. 12.7a).
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Rys. 12.7 a) Chronoamperogram zarejestrowany na TMA-CNP(6) przez sukcesywne dodawanie stezonego
roztworu TC co ok. 50 s. do 0,1 M buforu fosforanowego pH = 7, roztwdr mieszany, E = 0,25 V, b) powiekszenie
obszaru z chronoamperogramu (Rys12.7a) rejestrowanego dla niskich wartosci stezen TC.

Na podstawie chronoamperogramu (Rys. 12.7) wykre$lono krzywa kalibracyjng do
oznaczania tiocholiny na TMA-CNP(6) (Rys. 12.7b). Liniowo$¢ obserwowano w szerokim
zakresie stezeni od 1,7-1300 uM z wysokim wspotczynnikiem korelacji liniowej wynoszacym
0,999. LOD wynosi 1,7 uM (S/N = 3).

900} 50
I,.,, =0,0367C__ +0,0379
R’ =0,999

e 600}

o

i + Tiocholina <:tx. 25}

= 300} =

[ Bufor fosforanowy . of : . . .
0 100 200 0 400 800 1200

a) t/s b) cTc [ uM

Rys. 12.8 a) Chronoamperogram zarejestrowany na TMA-CNP(6) a) po dodaniu TC do 0,1 M buforu
fosforanowego pH = 7 (do uzyskania 5 mM stezenia TC), roztwér mieszany, E = 0,25 V, b) krzywa kalibracyjna dla
TC wyznaczona na podstawie chronoamperogramu z Rys. 12.7a.

W kolejnym etapie zbadano elektrody TMA,,-CNP. W poréwnaniu do elektrod TMA-
CNP, zaobserwowano niekorzystne podwyzZszenie potencjatu piku (Rys. 12.9a). Kolejne,
rejestrowane cykle na TMA,,-CNP(6) uwidoczniajg poczatkowy, duzy spadek pradu piku, a
nastepnie jego wzrost (od 3 cyklu). Swiadczy to prawdopodobnie o adsorpcji TC na
powierzchni elektrody. Z kolei potozenie piku utleniania TC (0,45 V) nie zalezy od liczby
osadzonych warstw (Rys. 12.9b). Elektroda ta, w poréwnaniu do TMA-CNP, wykazuje gorsze
wlasciwosci katalityczne w stosunku do utleniania TC.

200

150} #
o 2 cykl ‘E °
‘e 100f v :t, 100} 1
o 3 12

} 50 AR -

. o
of .
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 0,0 0,4 0,8
a) E vs. Ag|AgCl/ V b) E vs. Ag|AgCl/V

Rys. 12.9 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane w 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7 na
elektrodzie a) TMAzo-CNP(6), cykle 1-10, b) TMAz0-CNP(1,6,12,24), 2-gie cykle; v =10 mV s-1.
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Na ksztalt rejestrowanych woltamperograméw utleniania TC wptywa stezenie zolu
uzytego do naktadania polikrzemianowych warstw (Rys. 12.10). Stwierdzono, ze uzycie
bardziej stezonego zolu (rozcieniczenie 1:10) obniza warto$¢ sygnatu utleniania TC,
prawdopodobnie ze wzgledu na czeSciowe zablokowanie elektrody przez polikrzemianowy

film. Dlatego tez, prace kontynuowano z elektrodami wytworzonymi z zolu rozcienczonego
metanolem w stosunku 1:100 (Rys.12.10).

15}

. 1o} §

jluAcm”
(3]

5l

0,0 0,4 0,8
E vs. Ag|AgCIl/V
Rys. 12.10 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMAzo-CNP(1,3,6) przy czym zol do przygotowania
elektrod rozcieiczono w metanolu w stosunku 1:10, 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, 2-gie cykle,
v=10mV st

[ w tym przypadku do przygotowania krzywej kalibracyjnej wybrano elektrode
modyfikowang sze$cioma warstwami materiatlu TMA,-CNP(6), a potencjal oznaczania
wyznaczono na 0,5 V (Rys. 12.12). Zakres liniowy byt znacznie wezszy i wyniést 5,4-640 uM

z bardzo dobrym wspétczynnikiem korelacji liniowej 0,999 (Rys. 12.11a). LOD wynosi 5,4 pM
(S/N =z 3).

50
I, = 0,038 C__ - 0,096 -
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Rys. 12.11 a) Krzywa kalibracyjna (liniowy zakres) dla TC na TMAz0-CNP(6), uzyskana na podstawie pomiaru
chronoamperometrycznego, przez sukcesywne dodawanie stezonego roztworu TC do 0,1 M buforu fosforanowego
pH = 7, roztw6r mieszany, b) caly zakres krzywej kalibracyjnej dla TC; E=0,5 V.

Podsumowujgc, zbadano proces utleniania tiocholiny na dwdéch rodzajach elektrod
przygotowanych metoda LbL: TMA-CNP oraz TMA,-CNP. Obydwa podtoza wykazuja
wilasciwosci elektrokatalityczne w stosunku do utleniania TC. Aczkolwiek zastosowanie
czastek polikrzemianowych umozliwia kontrole potencjalu utleniania TC przez zmienie
liczby osadzonych warstw. Pozwala takze na uzyskanie niZzszej granicy wykrywalnosci i
szerszego zakresu liniowego krzywej kalibracyjnej. Wnioskujac, elektroda TMA-CNP(6)
stanowi dogodne podloze do oznaczana TC, a takze budowy czujnika na OP.
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12.2.2 Elektrody modyfikowane nanoczastkami wegla osadzonymi elektroforetycznie

Catkowicie odmiennym od LbL, ale niezmiernie ciekawym sposobem immobilizacji
CNP na powierzchni ITO, jest metoda osadzania elektroforetycznego (Rozdz. 2.2). Okazato
sie, ze umozliwia ona przygotowanie stabilnych elektrod w szybki i prosty sposob, uzywajac
wylacznie rozdyspergowanej zawiesiny nanoczastek wegla.

W naczyniu z tworzywa sztucznego, w odlegtos$ci 1 cm, umieszczono dwie elektrody
(Rys. 12.12). Jako substrat dla elektrody modyfikowanej zastosowano ITO (2,5 x 1 cm), a
przeciwelektrode stanowita blaszka platynowa (2,5 x 1,5 cm).

- 8,

&
Y R N |
P

Rys. 12.12 Schemat uktadu uzytego do elektroforetycznego osadzania nanoczastek wegla.

Do osadzania uzyto zawiesiny CNP w acetonitrylu po uprzednim sonikowaniu w ptuczce
ultradzwiekowej przez 30 min. W celu optymalizacji parametréw elektrody stosowano rézne
stezenia CNP: 0,05, 0,1, 0,2 mg ml-l. Kazdorazowo do osadzania uzywano 5 ml nowej
zawiesiny. Pomiedzy elektrody przyktadano rézne wartosci napiecia: 50 i 150 V w réznym
czasie: 0,5, 1, 2 min, otrzymujgc w ten sposdb odmienny stopien pokrycia ITO przez CNP
(Rys. 12.13). Zdjecia elektrod pokazujg, ze rozklad CNP na powierzchni ITO jest dos¢
réwnomierny (Rys. 12.13).

50V

o -

Rys. 12.13 Zdjecie elektrod przygotowanych w 0,05, 0,1 and 0,2 CNP mg ml-}, czas osadzania: 0,5 min, napiecie 50
lub 150 V.

Elektrode ITO polaryzowano dodatnio, wymuszajac w ten sposéb przeptyw w jej kierunku
ujemnie natadowanych CNP. Przyktadajgc wysokie napiecie w dlugim czasie, mozna
zaobserwowac osadzenie praktycznie catej liczby CNP z rozpuszczalnika - czarna zawiesina
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stawala sie przejrzysta. Jednak po osadzeniu zbyt duzej liczby CNP, elektroda tracita
mechaniczng stabilno$é. Nie byto to takze korzystne z analitycznego punktu widzenia (duzy
prad pojemno$ciowy). Po zakonczeniu procesu osadzania, elektrode pozostawiano na
powietrzu przez ok. 0,5 min w celu odparowania rozpuszczalnika.

Obrazy SEM wykonane dla roznych elektrod, przedstawiaja wyspowy charakter
osadzonego depozytu i widoczne fragmenty niezmodyfikowanego substratu (Rys. 12.14).
Uzycie wiekszego stezenia CNP powoduje, powstawanie duzych agregatéw nanoczastek.
(Rys. 12.14B,D).

Rys. 12.14 Obrazy SEM elektrod przygotowanych w: 0,1 (A, C) i 0,2 (B, D) CNP mg ml-, czas osadzania: 0,5 min,
napiecie 150 V.

Wzrost osadzanej ilosci CNP, a takze wyspowy charakter osadzonego materiaty,
potwierdzono za pomocg AFM (Rys. 12.15). Uzyskane obrazy prezentujg wptyw parametrow
EPD na strukture depozytu w nanoskali.

5.7 um

0.0 um

Rys. 12.15 Obrazy AFM dla elektrod przygotowanych w 0,05, 0,11 0,2 CNP mg ml-1, przy napieciu 150 V, czas
osadzania: 0,5 min.

Po optymalizacji procedury, do dalszych badan wybrano trzy podtoza, otrzymane
przez przytoZzenie napiecia rownego 150 V w czasie 0,5 min, przygotowane z zawiesin CNP w
ACN o stezeniu: 0,05, 0,1, 0.2 mg ml-l. Najlepsze rezultaty otrzymano dla stezenia CNP
wynoszacego 0,1 mg ml-l. Zastosowanie tych parametréw pozwolito na potgczenie dobrych
wilasciwosci  katalitycznych podtozy elektrodowych =z ich szybkim i efektywnym
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przygotowaniem. Wzrost stezenia zawiesiny CNP, powoduje tworzenie grubszego depozytu
CNP na powierzchni ITO, co wplywa na pogorszenie wiasciwosci mechaniczne i
elektrochemicznych otrzymanego podtoza, m.in. na wzrost pradu pojemnoSciowego
proporcjonalnie do ilo$ci osadzanego materiatu.

Elektrody przygotowane metoda EPD, wykazuja bardzo dobre wtasciwosci
elektrokatalityczne w stosunku do utleniania TC. Rys. 12.16 przedstawia woltamperogramy
utleniania TC na elektrodach otrzymanych z trzech réznych stezen CNP uzytych do EPD.
Obserwuje sie zalezno$¢ potencjatu piku od iloSci osadzonego materiatu. Grubszy depozyt
CNP na powierzchni ITO powoduje zwiekszenie szorstkosci elektrody, a co za tym idzie,
wiekszy udzial i wptyw dyfuzji sferycznej na proces faradajowski. W poblizu szorstkiej
powierzchni, konsumpcja substancji elektroaktywnej, w tym przypadku thiocholiny, jest
szybsza. Tym samym obszar na krzywej wynikajacy z kontroli dyfuzyjnej procesu, osiggany
jest przy nizszym potencjale. Dlatego tez, dla bardziej rozwinietych powierzchni, czyli dla ITO
pokrytego wiekszg iloscig weglowych ,wysp” obserwuje sie pik przy bardziej ujemnych
wartoSciach anizeli dla mnie rozbudowanych powierzchni.

0,0 0,4 0,8
E vs. Ag|AgCl / V
Rys. 12.16 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na niemodyfikowanym ITO (czarna krzywa) oraz na
ITO pokrytym CNP metoda EPD z zawiesiny 0,05 (zielona krzywa) i 0,1 (czerwona krzywa), 0,2 (niebieska
krzywa) mg ml-1, 150 V, 0,5 min; 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, 2-gie cykle,v=10 mV s'1,

W celu optymalizacji potencjatu utleniania TC, wykonano eksperyment w warunkach
hydrodynamicznych. Otrzymano krzywa sigmoidalng (Rys. 12.17a) i do detekcji tiocholiny
wybrano potencjat 0,2 V, przy ktérym zaczyna sie pradowe plateau. Jest to niska wartos¢,
otrzymana bez stosowania dodatkowych mediatoréw tego procesu. Krzywa kalibracyjna
wykonano metodg chronoamperometryczng przez sukcesywne dodawanie stezonego
roztworu TC do mieszanego roztworu i rejestrowanie pradu w czasie. Zakres liniowy
obserwuje sie w szerokim zakresie stezen 10,7-2000 uM ze wspotczynnikiem korelacji
liniowej R2= 0,999 (Rys. 12.17b). Granica wykrywalno$ci zostata wyznaczona na poziomie
10,7 uM (S/N = 3). Warto$¢ ta jest zblizona badz nizsza od opisywanych w literaturze (Tab.
12.6). Latwos¢ przygotowania elektrody i szeroki zakres liniowo$ci pozwalaja twierdzi¢, iz
jest to bardzo obiecujacy materiat.
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Rys. 12.17 a) Woltamperogram hydrodynamiczny zarejestrowany na elektrodzie przygotowanej metoda EPD z
0,1 mg ml-1 CNP, 0,5 min, 150 V; 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, roztwér mieszany za pomoca
mieszadta magnetycznego, b) krzywa kalibracyjna zarejestrowana chronoamperometrycznie w mieszanym
roztworze 0,1 M buforu fosforanowego pH = 7, do ktérego sukcesywnie dodawano roztwor stezonej TC, E=0,2 V.

Podsumowujac, opracowano nowa metoda osadzania nanoczastek CNP na
powierzchni ITO. Stosujgc elektroforetyczne osadzanie z zawiesiny CNP w ACN,
przygotowano stabilne elektrody wykazujace bardzo dobre wtasciwosci katalityczne w
stosunku to utleniana TC. Jest to innowacyjna i przysztosciowa metoda.

12.2.3 Elektrody modyfikowane nanoczgstkami lub nanorurkami wegla przez
unieruchomienie w matrycy polikrzemianowej

Eelktrody weglowe w oparciu o modyfikacje ITO mozna utworzy¢ takze przez
immobilizacje CNP lub CNT w matrycy polikrzemianowej. Do tego celu wykorzystuje sie
metode zol-zel stosujac rézne rodzaje prekursoréw polikrzemianowych i rézne warunki
procesu, tak aby otrzymac jak najlepsze elektrody. W pierwszym etapie przygotowywany jest
zol, ktéry nastepnie rozcienicza sie odpowiednig zawiesing CNT lub CNP. Potem krople
mieszaniny umieszcza sie powierzchni ITO i pozostawia do zzelowania (Rys. 12.18). Szukajac
najlepszego rozwigzania, nanostruktury unieruchomiono w rdéznych typach matryc

polikrzemianowych.
anR.

a) b)

Rys. 12.18 Schemat elektrody zmodyfikowanej: a) CNP, b) CNT przez unieruchomieine w matrycy
polikrzemianowej na powierzchni ITO.

W celu modyfikacji elektrod ITO nanoczastkami wegla, w pierwszej kolejnosci
przygotowano zol z hydrofilowego prekursora TMOS w oparciu o reagenty przedstawione w
Tab. 12.3. Nastepnie rozcienczono zol w stosunku 1:100 w zawiesinie nanoczastek wegla w
0,05 M KCl o stezeniu 2,5 mg ml-1i kropla o objetosci 20 pl pokryto powierzchnie ITO (TMOS-
CNP).

Tab. 12.3 Sktad zolu uzytego do przygotowania matrycy TMOS.

Odczynnik Objetos¢ [ul]
TMOS (tetrametoksysilan) 500
Woda 125
0,04 M HCI 27,5
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Woltamperogram utleniania TC (Rys. 12.19a) na elektrodzie TMOS-CNP charakteryzuje sie
dobrze wyksztatconym pikiem przy bardzo niskim potencjale ok. 0,0 V oraz do$¢ duzym
pradem pojemno$ciowym. Na ksztatt woltamperogramu silny wplyw ma pH uzytego buforu
fosforanowego (Rys. 12.19b).

300
3001
“-‘E ~« 150}
% 150} g
= . L
of -
. -150
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 -0,3 0,0 0,3 0,6 0,9
a) E vs. Ag|AgCl/V b) E vs. Ag|AgCIl/ V

Rys. 12.19 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie TMOS-CNP w 5 mM TC w: a) 0,1 M
buforze fosforanowym o pH =7, cykle: 1-10, b) 0,1 M buforze fosforanowym pH = 5-9, 2-gie cykle, v =10 mV s-1.

Krzywa kalibracyjna (Rys. 12.20) opracowana na podstawie eksperymentu
chronoamperometrycznego, wykazuje liniowos¢ w szerokim zakresie stezenia TC:
5,2-1200 uM ze wspétczynnikiem korelacji liniowej 0,999. LOD wyniosta 5,2 uM (S/N = 3).

40f
Lige = 0,031C, - 0,184
30} R’ = 0,999

< 20f
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ot

0 400 800 1200
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Rys. 12.20 Krzywa kalibracyjna zarejestrowana technikg chronoamperometryczna na elektrodzie TMOS-CNP
przez sukcesywne dodawanie stezonego TC do 0,1 M buforu fosforanowego pH=7,E=0,1V.

W nastepnej kolejnosci postanowiono unieruchomi¢ CNP w hydrofobowej matrycy
polikrzemianowej. Przygotowano zol z prekursora, oktylotrietoksysilanu (OTEOS) wedtug
Tab. 12.4., a nastepnie rozcieficzono go w stosunku 1:100 w zawiesinie CNP w 0,01 M Na;SO3
o stezeniu 1,5 mg ml-! (sél dobrano ze wzgledu na dobrg dyspersje CNP) i kropla o objetosci
20 pl pokryto powierzchnie ITO.

Tab. 12.4 Sktad zolu uzytego do przygotowania matrycy OTEOS.

Odczynnik Objetos¢ [ul]
(oktylot?lft?lfsysilan) 100
Etanol 5
Woda 20
0,04 M HCI 7,5

Woltamperogramy otrzymane na tak przygotowanej elektrodzie w roztworze TC nie s3
stabilne (Rys. 12.21a). Sugeruje to, ze hydrofobowa matryca moze nie by¢ korzystnym
Srodowiskiem do immobilizacji CNP. Jednak krzywa kalibracyjna (Rys. 12.21b) dla takiego
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uktadu zarejestrowana przy potencjale 0,1 V ma szeroki zakres liniowosci 1,7-1050 uM
ze wspotczynnikiem korelacji liniowej 0.997 . Do$¢ niska jest rowniez granica wykrywalnoSci:
1,7 uM.

300} 1, =0,042C, +0,047
a0l R’=0,997
g 150 l i
E" = 20}
— ol
[1]}
-150 M M M M M M M
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 0 400 800 1200
a) E vs. Ag|AgCIl/ V b) C../uM

Rys. 12.21 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie OTEOS-CNP w 5 mM TCw 0,1 M
buforze fosforanowym o pH = 7, kolejne cykle 1-10, v = 10 mV s-1, b) krzywa kalibracyjna zarejestrowana technika
chronoamperometryczng na elektrodzie OTEOS-CNP przez sukcesywne dodawanie stezonego TC do 0,1 M buforu
fosforanowegopH=7,E=0,1V.

Nastepnie, zmodyfikowano opisang wyzej matryce TMOS, dodatnio natadowanymi
grupami tetraalkiloamoniowymi przez wprowadzenie prekursora TMAp zgodnie z Tab. 12.5.
Zol rozcienczono w stosunku 1:100 w zawiesinie CNP w 0,01 M Na»SOs3 o stezeniu 1,5 mg ml-!
(TMA-TMOS-CNP) i kropla mieszaniny o objetosci 20 pl pokryto powierzchnie ITO.
W podobny sposéb unieruchomiono nanorurki, SWCNT, ktére uprzednio gotowano w 2,6 M
HNOs przez 2 h w celu usuniecia zanieczyszczen (CNTa). Zawiesine CNT. w wodzie o
stezeniu 1,5 mg ml! zmieszano z zolem w stosunku 1:100 i kropla 20 pl pokryto
powierzchnie ITO (TMA-TMOS-CNTy).

Tab. 12.5 Sktad zolu uzytego do przygotowania matrycy TMA-TMOS.

Odczynnik Objetos¢ [ul]
TMOS 270
TMA-p 30

Metanol 185
Woda 75
HCls: 5

Woltamperogram z dobrze wyksztatconym pikiem przy potencjale ok. 0,0 V (Rys. 12.22a)
pokazuje, ze elektroda TMA-TMOS-CNT. wykazuje dobre wiasciwos$ci elektrokatalityczne dla
utleniania TC. Czerwona krzywa wykonana wylacznie w elektrolicie podstawowym
prezentuje piki odpowiadajace reakcji redoks grup chinonowych znajdujgcych sie na
powierzchni nanorurek, jest to tzw. prad pseudopojemn$ciowy (Rozdz. 1.1.2). Obraz SEM
(Rys. 12.22b) takiej elektrody, na ktérym widoczne sg nanorurki powleczone warstwg
polikrzemianu, wskazuje na dobre pokrycie elektrody i jej rozwinietg powierzchnie.

143

http://rcin.org.pl



Tiocholina

Bufor fosforanowy

03 00 0,3 0,6 0,9 _
E vs. Ag|AgCI / V b) e ,

a)

Rys. 12.22 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie TMA-TMOS-CNTat w 5 mM TC

krzywa) w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7 i bez dodatku TC (czerwona krzywa), 2-gie cykle, v =10 mV s-1,
b) obraz SEM elektrody TMA-TMOS-CNTat.

(czarna

Zamiana CNT4 na CNP, poza eliminacjg pradu pseudopojemnosciowego, nie ma wiekszego
wplywu na parametry rejestrowanego woltamperogramu (Rys. 12.23). Obrazy SEM elektrody
(Rys. 12.24) pokazuja, Ze powierzchnia ITO nie jest catkowicie pokryta materiatem, widoczne
sa duze agregaty nanoczastek wegla i spekania, a w nich niezmodyfikowana powierzchnia

ITO.
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Tiocholina
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Rys. 12.23 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie TMA-TMOS-CNP w 5 mM TC (czarna
krzywa), w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7 i bez dodatku TC (czerwona krzywa), 2-gie cykle, v=10 mV s-1.

BT= 200w Nage soorx  Umre N AN 200
e a— —

Rys. 12.24 Obrazy SEM powierzchni elektrody TMA-TMOS-CNP.

WD=23mm  SigralA=

Podsumowujac, w niniejszym podrozdziale przedstawiono elektrody utworzone
przez unieruchomienie CNP lub CNT. w matrycy polikrzemianowej na powierzchni ITO.
Zastosowano trzy rodzaje matryc opartych o rézne prekursory polikrzemianowe: TMOS,
OTEOS oraz mieszanine TMOS i TMA. Wszystkie przygotowane poditoza wykazywaty duzg
stabilnos$c i elektrokatalize w stosunku do reakcji utleniania TC.
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12.2.3 Sitodrukowane komercyjne elektrody weglowe

Cze$¢ eksperymentéw wykonano na komercyjnie dostepnej weglowej elektrodzie
SPE, C110 (DS). Na jednej ceramicznej plytce (3,4 x 1 cm) znajduja sie wszystkie trzy
niezbedne do pomiaréw elektrochemicznych elektrody: weglowe - pracujaca i
przeciwelektroda, srebrna - pseudoreferencyjna (potencjat zblizony do elektrody
chlorosrebrowej) (Rys. 12.25). Taka konstrukcja umozliwia prowadzenie eksperymentu w
matej objetosci elektrolitu oraz pozwala na przyszta komercjalizacje przygotowanych
czujnikow.

Counter

Working  Efactrode o

Electrode @ \

Ny

C.E.
connection

WE.
connection

RE.
connection

Rys. 12.25 Schemat elektrody sitodrukowanej komercyjnie DS (C110) 3.

Rys. 12.26 przedstawia woltamperogram utleniania TC na elektrodzie DS. Potencjat piku jest
wysoki i wynosi ponad 0,7 V.
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Rys. 12.26 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie DS w 5 mM TC w 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 7, 2-gie cykle, v=10 mV s-L.

W celu poprawy parametréw Kkatalitycznych omawianej elektrody, postanowiono
zmodyfikowaé¢ jej powierzchnie nanoczgstkami lub nanorurkami wegla przez proste
osadzenie z kropli.

Do modyfikacji powierzchni DS uzyto zawiesine CNP w acetonitrylu o stezeniu 2,5 mg
ml-l. Elektrode pokrywano kropla o rdéznej objeto$ci. Po odparowaniu rozpuszczalnika
elektrody byty gotowe do pomiaréw elektrochemicznych, a wiec procedura modyfikacji byta
bardzo prosta i krétka. Elektrody te wykazywaty bardzo dobry efekt katalityczny w stosunku
do utleniania TC (Rys. 12.27). Zaobserwowano wptyw ilo$ci naniesionego materiatu na
potencjat rejestrowanego piku (Rys. 12.27a). Do dalszych eksperymentéw wybrano elektrode
otrzymang przez naniesienie kropli o objetosci 2 pl (DS-CNP). Rejestrowany
woltamperogram po kilku kolejnych cyklach wykazywat duzg stabilno$¢ (Rys. 12.27b).
Potencjat piku wynosit ok. 0,3 V, a potencjat poczatkowy ponizej 0 V.
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Rys. 12.27 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na DS pokrytej kropla zaiwesiny CNP 2,5 mg ml-! o

objetosci: a) 0, 1, 2, 3, 4 pl, 2-gie cykle, 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, b) 2 pl, kolejne cykle: 1-10,
w 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7 oraz bez dodatku TC (czerwona krzywa), 2-gi cyK],
v=10mV s

Na podstawie woltamperometrii hydrodynamicznej okreslono optymalny potencjat
utleniania TC jako 0,3 V (Rys. 12.28a). Zakres liniowy krzywej kalibracyjnej, otrzymanej w
eksperymencie chronoamperometrycznym przy potencjale 0,3 V, obserwowano w szerokim
zakresie stezenia TC 20-2000 pM (w pordéwnaniu do niemodyfikowanej DS), z dobrym
wspotczynnikiem korelacji liniowej 0,999. Granica wykrywalnosci wyniosta 20 uM (S/N = 3)
(Rys. 12.28b), natomiast czutos¢ elektrody 136 mA M-1 cm-2.
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Rys. 12.28 a) Woltamperogram hydrodynamiczny zarejestrowany na DS-CNP w 5 mM TC w 0,1 M buforz
fosforanowym pH = 7, b) krzywa kalibracyjna zarejestrowana chronoamperometrycznie na DS-CNP (czarne
kwadraty) ina DS (czerwone kwadraty) przez i sukcesywne dodawanie stezonej TC do 0,1 M buforu
fosforanowego pH = 7, roztwo6r mieszany, E = 0,3 V.

Poréwnanie obrazéw SEM elektrody DS (Rys. 12.29a) i DS-CNP (Rys. 12.29b) uwidacznia
agregaty CNP na powierzchni elektrody.
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b) EIE o e
Rys. 12.29 Obrazy SEM elektrod a) DS, b) DS-CNP.

W celu zbadania kinetyki reakcji utleniania TC, zastosowano wirujgcg elektrode
dyskowa (RDE) wykonang z GC, ktéra zmodyfikowano kropla o objetosci 2 ul CNP w ACN o
stezeniu 2,5 mg ml! (GC-CNP). Rys. 12.30 przedstawia woltamperogram utleniania TC
rejestrowany przed i po modyfikacji elektrody GC. Wptyw CNP na efekt katalityczny jest
bardzo wyrazny, przesuniecie potencjatu piku wynosi ok. 0,7 V.
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Rys. 12.30 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na GC (czarna krzywa) i GC-CNP (czerwona krzywa)
w 5mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, 2-gie cykle, v= 10 mV s-..

W trakcie pomiaru elektroda wiruje ze stalg szybkoscig a TC transportowana jest do
powierzchni na skutek dyfuzji i konwekcji. Warto$¢ rejestrowanego pradu granicznego w
funkcji pierwiastka od szybko$ci wirowania elektrody jest prostoliniowa dla proceséw
zachodzacych bez zahamowan kinetycznych. Na niezmodyfikowanej elektrodzie GC nie
obserwuje sie zaleznoSci pradu od szybkosci wirowania elektrody (Rys. 12.31a), co $wiadczy
o wolnej kinetyce procesu.
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Rys. 12.31 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane w 1 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowm pH = 7 na
RDE: a) niemodyfikowanym GC, b) GC-CNP; przy réznej szybkosSci obrétéw elektrody (rpm).

Po zmodyfikowaniu elektrody za pomoca CNP (Rys. 12.31b) prad utleniania TC zalezy
liniowo od szybkoSci obrotéw elektrody (Rys. 12.32). Pewne odstepstwa dla duzych
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szybkosci moga by¢ spowodowane niestabilno$cia mechaniczng osadzonych CNP (Rys.
12.32a) i ich odpadaniem, stad tez prosta na Rys. 12.32b nie przechodzi przez punkt zero.
Jednak z eksperymentu wynika, ze CNP znaczgco wptywaja na poprawe Kinetyki procesu
utleniania TC.

45} 1=1,068 & 012f N
..... 172079 0 +0,006
EL 30l < _ 0,09}
- “— 0,06}
15}
0,03}
0 , , , . . ,
0 15 30 45 0,04 0,08 0,12 0,16
a) *’ /rpm b) @ I rpm”

Rys. 12.32 Zalezno$¢ a) rejestrowanego pradu utleniania TC na GC-CNP (E = 0,4 V) od pierwiastka z szybkosci
wirowania elektrody, b) ich odwrotnosci, na podstawie Rys. 12.30b.

W kolejnym etapie, do modyfikacji elektrod DS uzyto zawiesiny nanorurek SWCNT
w ACN. Badano dwa typy nanorurek SWCNT, modyfikowane sulfonianem pirenu (DS-CNTps)
zgodnie z wcze$niej opisang procedurg * oraz wygotowane w kwasie, CNTs (DS-CNTa)
o stezeniu 3 mg ml-l. Sprawdzano takze wplyw objeto$ci naniesionej zawiesiny CNT. Po
osadzeniu kropli i odparowaniu rozpuszczalnika, elektrody byly gotowe do pomiaréw
elektrochemicznych. Modyfikacja ta spowodowala znaczne przesuniecie potencjatu piku
utleniania TC w kierunku nizszych wartosci (Rys. 12.33). W przypadku CNT, obserwowany
pik jest nieco lepiej wyksztatcony.

03 00 03 06 09
E vs. Agpseudo A"
Rys. 12.33 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na niemodyfikowanym DS (czarna krzywa),
DS-CNTps(2 pl) (czerwona krzywa), DS-CNTat(2 pl) (niebieska krzywa) w 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym

pH =7, 2-gie cykle,v=10 mV s'1.

Pokrycie elektrody kropla o objetosci 0,5 czy 1 pl jest niewystarczajgce do uzyskania
znaczgcego efektu katalitycznego, natomiast 4 ul generuje znaczny prad pojemnosciowy (Rys.
12.34). Optymalna zdaje sie by¢ objetos$¢ zawiesiny 2 pl.
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Rys. 12.34 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodach: a) DS-CNTps, b) DS-CNTat; pokrytych
rézna objetoscig zawiesiny nanorurek: 0,5, 1, 2, 3, 3 ul; w 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowy pH =7,
2-gie cykle,v=10 mV s-1.

Podsumowujac, komercyjne sitodrukowane elektrody weglowe, DS, zmodyfikowano
CNP lub SWNT przez odparowanie rozpuszczalnika z kropli zawiesiny. Zastosowano dwa
rodzaje SWCNT. Otrzymano w ten sposéb stabilne podtoza katalizujgce reakcje utleniania TC.

Za pomocg wirujacej elektrody dyskowej potwierdzono efekt elektrokatalityczny
nanoczastek wegla.

12.2.4 Sitodrukowane elektrody weglowe przygotowane w warunkach laboratoryjnych

W nastepnej kolejnosci, po zadowalajacych testach na podtozach komercyjnych,
eksperymenty wykonano na weglowych elektrodach sitodrukowanych w warunkach
laboratoryjnych w [4-CIDETEC (SPEL). SPEL drukowane s3g na grubej folii polimerowej, w
odrdznieniu od elektrod DS w ktorych jako podtoze zastosowano ceramike. Na folii
(3,4 x 1,2 cm) nadrukowano trzy elektrody: weglowe - pracujaca i przeciwelektrode oraz

srebrng - pseudoreferencyjng (o potencjale zblizonym do elektrody chlorosrebrowej) (Rys.
12.35).

Rys. 12.35 Zdjecie elektrody SPEL.

Potencjat piku utleniania TC na elektrodach SPEL jest o ok. 100 mV nizszy niz rejestrowany
na komercyjnych elektrodach DS (Rys. 12.36).
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Rys. 12.36 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie DS (niebieska krzywa) oraz SPEL
(czarna krzywa) w 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7 oraz bez dodatku TC (czerwona krzywa),
2-gie cykle,v=10 mV s-1.

W pomiarach wstepnych, elektrode zmodyfikowano nanoczastkami przez naniesienie
kropli zawiesiny CNP w wodzie o stezeniu 5 mg ml! (SPEL-CNP). Uzycie ACN nie byto
mozliwe ze wzgledu na podtoze elektrodowe nieodporne na ten rozpuszczalnik.
Hydrofobowa powierzchnie elektrody aktywowano przez naniesienie 2 pl czystego etanolu i
nastepnie osadzano krople zawiesiny CNP o objetos$ci 3 pl lub 6 pl. Bez aktywacji, kropla
"uciekata" z powierzchni elektrody zanim odparowat rozpuszczalnik. Tak zmodyfikowane
elektrody wykazywaty efekt katalityczny w stosunku do utleniania TC (Rys. 12.37). Potencjat
piku wynosit ok. 0,05 V. Natomiast otrzymane woltamperogramy nie byty stabilne.

Tiocholina

1000 | cvki1 6pl

cykl 2

Bufor fosforanowy

-500}

-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9
E vs. Ag A"

pseudo

Fig. 12.37 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie SPEL-CNP pokrytej zawiesing CNP o
objetosci 3 (czerwone krzywe, cykle: 1-2) lub 6 pl (niebieska krzywa, 1-y cykl) w 10 mM TC w 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 7 oraz bez dodatku TC (czarna krzywa, 2-gi cykl),v=10 mV s-L.

W celu zautomatyzowania modyfikacji elektrod SPE nanoczgstkami wegla, do
komercyjnie dostepnej pasty weglowej dodano porcje CNP i wydrukowano elektrody (SPEL-
CCNP). W celu optymalizacji ich parametréw elektrochemicznych stosowano rézne
procentowe zawarto$ci nanoczastek. Jednak zwiekszenie udziatu CNP powyzej 5% w pascie
grafitowej stosowanej do sitodruku, spowodowalo wzrost niekorzystnego pradu
pojemnos$ciowego i pogorszenie ich wtasciwo$ci mechanicznych. Dlatego tez 5% zawarto$¢
CNP w pascie uznano za optymalna.

Na obrazach SEM elektrod wydrukowanych z pasty weglowej (Rys. 12.37a) i z 5%
dodatkiem CNP (Rys. 12.37b) duzo trudniej dostrzec réznice, gdyz CNP znajduja sie
wewnatrz materiatu elektrody i na powierzchni sg niewidoczne.
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Rys. 12.38 Obrazy SEM elektrod: a) SPEL, b) SPEL-CCNP (z 5% dodatkiem CNP do pasty grafitowej).
Woltamperogram utleniania TC na elektrodzie SPEL-CCNP przedstawia Rys. 12.39. Potencjat
piku w stosunku do elektrody niemodyfikowanej CNP, przesuniety jest o ok. 0,4 V w kierunku
nizszych wartosci. Obserwuje sie takze duzy wzrost pradu pojemnosciowego.

300+ Tiocholina

SPEL-CCNP

SPEL-CCNP bufor fosforanowy

_100 i i i
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9

E vs. Agpseudo A"
Rys. 12.39 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na SPEL (niebieska krzywa) oraz na SPEL-CCNP
(czarna krzywa) w 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7 oraz bez dodatku TC (czerwona krzywa),

2-gie cykle,v=10 mV s'L.

Do wykonania krzywej kalibracyjnej wybrano potencjat 0,2 V. Rys. 12.40 przedstawia
poréwnanie krzywych kalibracyjnych zarejestrowanych dla elektrody modyfikowanej i
niemodyfikowanej przez CNP. Niewatpliwie obecno$¢ nanoczastek wegla spowodowata
rozszerzenie zakresu liniowego (50-2000 puM) i zwiekszenie czulosci elektrody, ktéra dla
elektrody SPEL-CCNP wynosi 47 mA M-1 cm2. Granice wykrywalnosSci okre§lono na 50 pM

(S/N = 3).
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Rys. 12.41 Krzywa kalibracyjna zarejestrowana na SPEL (czerwone kwadraty) i na SPEL-CCNP (czarne kwadraty)
chronoamperometrycznie przez sukcesywne dodawanie stezonego roztworu TC do 0,1 M buforu fosforanowego
pH=7,E=0,2V.

Zbadano takze wplyw pokrycia elektrody matrycg polikrzemianowa z dodatnimi grupami
funkcyjnymi TMA-TMOS (Tab. 12.5) przygotowang przez rozcieficzenie zolu w buforze
fosforanowym pH = 7 w stosunku 1:100). Eksperyment ma zwigzek z pdzniejszym pokryciem
elektrody matryca z enzymem. Jak pokazuje Rys. 12.40 matryca powoduje zmiane ksztattu
krzywej woltametrycznej i podwyZszenie potencjatu piku utleniania TC o ok. 0,3 V.

300

200}

100}

j/pAcm?

-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9
E vs. Ag A"
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Rys. 12.40 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na SPEL-CCNP (czerwona krzywa) oraz na SPEL-CCNP-
TMA-TMOS (czarna krzywa) w 5 mM TC w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, 2-gie cykle,v=10 mV s-L.

Podsumowujac, wydrukowano stabilng elektrode weglowa zawierajagca CNP, za
pomoca ktérej mozna oznacza¢ TC na poziomie 50 pM. Ze wzgledu na wysoka cene CNT, nie
zdecydowano sie na wydruk elektrod zawierajacych nanorurki weglowe.

Przygotowane podtoza elektrodowe wykazujg poréwnywalne lub lepsze od opisanych
w literaturze parametry elektrokatalityczne w stosunku do utleniania TC (Tab. 12.6).
Wiekszo$¢ charakteryzuje sie prostym, tanim i szybkim przygotowaniem, co rdowniez
umozliwia produkcje czujnikéw na duza skale.
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Tab. 12.6 Poréwnanie wtasciwosci katalitycznych w stosunku do utleniania TC, przygotowanych
podtozy elektrodowych i elektrod wybranych z danych literaturowych.

Potencjat 0,04 M ZaKkres LOD 5
Modyfikacja elektrody Ag/AgCl liniowy [mol L] Zrodlo
(AJ) [mol L]
SPE-CB 0,3 3x10-8-1x10-5 1x10-8 5
GC-CNT 0,15 3x10-7-1,2x10-* 3x107 6
SPE-heksacyjanozelazian kobaltu 0,5 5x10-7 - 1x10-5 5x10-7 7
SPE-blekit pruski 0,2 5x10-6-5x10-* 5x10-6 8
SPE-CoPh 0,1 1x10-6-7x10-5 5x10-7 8
Pastowa elektrod.?l weglowa-MWCNT-ciecz 0,05 i ) 9
jonowa
TMA-CNP(6) 0,25 1,7x10-6-1,3x10-3 1,7x10-6
TMA:zoi-CNP(6) 0,5 5,4x10-6-6,4x10-* 5,4x10-6
ITO/CNP (EPD) 0,2 10,7x10-6 - 2x10-3 10,7x10-6
TMOS-CNP 0,1 5,2x10-6-1,2x10-3 5,2x10-6
OTEOS-CNP 0,1 1,7x10-6- 1,05x10-3 | 1,7x10-6 o
TMA-TMOS-CNP 0,05 - - niniejsza
TMA-TMOS ~CNTac 0,05 ! - praca
DS-CNP 0,3 2x10-5- 20x10-3 2x10-5
DS-CNTat 0,1 - -
DS-CNTps 0,1 - -
SPEL-CNP 0,05 - -
SPEL-CCNP 0,2 5x10-5-20x10-3 5x10-5

12.3. Wybrane podloza elektrodowe wykorzystane do przygotowania
czujnika pestycydow fosforoorganicznych

Sposrdd opracowanych podtozy elektrodowych wykazujacych silny efekt katalityczny
w stosunku do utleniania TC, wybrano trzy w celu zaadoptowania do czujnika OP. Ze wzgledu
na specyfike pomiaréw, nie wykorzystano wszystkich wczesniej opracowanych rozwigzan.

Enzym, AChE (izolowany z EE lub B394) unieruchomiono na powierzchni elektrod
przed adsorpcje, osadzenie z kropli lub putapkowanie w matrycy polikrzemianowej albo w
alkoholu poliwinylowym.

12.3.1 Elektrody polikrzemianowo-weglowe otrzymane metodg warstwa-po-warstwie,
TMA-CNP(6)

Eksperymenty wstepne do przygotowania czujnika OP, polegaly na immobilizacji
enzymu przez adsorpcje z roztworu na powierzchni elektrody warstwowej LbL, TMA-CNP(6).
Enzym AChE (EE), adsorbowano przez zanurzenie elektrody w 0,1 M buforze fosforanowym
o pH = 7 zawierajgcym enzym o réznej aktywnos$ci. Adsorpcja trwata 2 h i prowadzona byta w
temperaturze 4°C w celu zwiekszenia jej efektywnosci. Po tym procesie elektrode ptukano w
czystym buforze i dalsze eksperymenty prowadzono bez jej suszenia (TMA-CNP(6)-AChE).
Rys. 12.41 przedstawia woltamperogramy cykliczne utleniania TC generowane;j
bezposrednio na elektrodzie z chlorku acetylotiocholiny (Rys. 12.41). Rys. 12.41a wskazuje
na zalezno$¢ sygnatu pradowego od aktywnos$ci AChE w roztworze uzytym do adsorpcji. W
nieobecno$ci enzymu na powierzchni elektrody, nie pojawia sie zaden sygnat na
woltamperogramie (Rys. 12.41b, r6zowa krzywa). Niestety obserwuje sie spadek sygnatu
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utleniania TC w miare uptywu czasu (Rys. 12.41b) co prawdopodobnie zwigzane jest z
wymywaniem z powierzchni stabo zwigzanego enzymu.

eol 100f
cykl 1 ATCI, enzym
B E 50 l
g 301 < cykl 10
=4
< =
=4 —
= 0 0 —
w— 1 U/ml ATCI, bez enzymu
5 U/ml Bufor fosforanowy
=15 U/ml
-30 N N N -50 N N N
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 -0,3 0,0 0,3 0,6 0,9
a) E vs. Ag|AgCl / V b) E vs. Ag|AgCI / V

Rys. 12.41 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(6)-AChE: a) po adsorpcji AChE z
roztworu o réznej aktywnosci, b) po adsorpcji AChE z roztworu o aktywnosci 15 U ml-1, kolejne cykle: 1-10
(czarne krzywe); w 5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7 oraz bez dodatku ATCI (fioletowa krzywa) i
na elektrodzie niemodyfikowanej enzymem w obecnosci ATCI (r6zowa krzywa); 2-gie cykle, v=10 mV s'1.

Z powodu nietrwatos$ci zaadsorbowanego na elektrodzie enzymu, podjeto proébe
unieruchomienia AChE w matrycy polikrzemianowej. Do tego celu wybrano matryce
otrzymang metodg zol-zel z prekursora TMOS (Tab. 12.3). Zol rozciennczono w stosunku
1:100 w roztworze buforowym enzymu o réznej aktywnosci. Krople o objetosci 5 pl osadzano
na powierzchni elektrody TMA-CNP(6) i pozostawiano do wyschniecia (TMA-CNP(6)-TMOS-
AChE). Na tak zmodyfikowanej elektrodzie rejestrowano sygnat utleniana TC przy
zastosowaniu réznej aktywnosci enzymu (Rys. 12.42a). Jak widac¢ niezbedne jest uzycie
optymalnej aktywnosci enzymu ze wzgledu na to, Ze eksperyment prowadzony jest w ok. 5
ml roztworu ATCI, co wigze sie z do$¢ duzg iloScig substratu z jakiego enzym generuje TC.
Rys. 12.42b przedstawia do$¢ stabilny w czasie woltamperogram utleniania TC.

60
—— 75 mU sensor” 1 cykl
40} ——35musensor’
—— 20 mU sensor”
“ —— 5mU sensor” o 401 l
5 £
o o
i 20 ‘!i. 20l
0f ot
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 -0,3 0,0 0,3 0,6 0,9
a) E vs. Ag|AgCI/V b) E vs. Ag|AgCI/V

Rys. 12.42 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(6)-TMOS-AChE: a) z enzymem o
réznej aktywnosci, 2-gie cykle, b) z enzymem o aktywnosci 75 mU sensor-1, kolejne cykle: 1-10; 5 mM ATCl w 0,1
M buforze fosforanowym pH=7,v=10 mV s'L.

W celach poréwnawczych, enzym unieruchomiono takze we wspomnianej wcze$niej
hydrofobowej matrycy, otrzymywanej z prekursora OTEOS (TMA-CNP(6)-OTEOS-AChE, Tab.
12.4). Procedura przygotowania i modyfikacji elektrody byta taka sama jak w przypadku
matrycy TMOS. Rejestrowane woltamperogramy charakteryzuja sie nieco innym ksztattem i

mniejsza stabilnoScig w poréwnaniu do obserwowanych na TMA-CNP(6)-TMOS-AChE (Rys.
12.43).
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Rys. 12.43 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(6)-OTEOS-AChE: a) z enzymem
o réznej aktywnosci, 2-gie cykle, b) z enzymem o aktywnosci 50 mU sensor-1, kolejne cykle: 1-10; 5 mM ATCIl
w 0,1 M buforze fosforanowym pH=7,v=10 mV s'.

Do unieruchomienia AChE zuzyto takze matrycy polikrzemianowej modyfikowanej
dodatnio natadowanymi grupami funkcyjnymi (TMA-TMOS). Zol przygotowany wg Tab 12.5
rozcienczono w roztworze enzymu o optymalnej aktywno$ci 35 mU sensor! w stosunku
1:100 i 5 pul takiej mieszaniny osadzono na powierzchni elektrody. Po
wyschnieciu/zzelowaniu matrycy wykonano pomiary elektrochemiczne (TMA-CNP(6)-TMA-
TMOS-AChE). Obrazy mikroskopii optycznej opracowanych elektrod, uwidaczniaja wptyw
czasu przechowywania zolu na strukture otrzymywanego pokrycia (Rys. 12.44). Zol
przechowywany przez 12 godz. w lodowce, ulega czeSciowemu zZelowaniu przed

zmieszaniem z enzymem i dlatego na powierzchni elektrody widoczne s3 duze biate plamy
polikrzemianu.

a)
Rys. 12.44 Obrazy wykonane mikroskopem optycznym elektrody TMA-CNP(6): a) niemodyfikowanej enzymem,
b) modyfikowanej warstwg TMA-TMOS-AChE, wykonana ze $wiezego zolu, ¢) modyfikowanej warstwg TMA-
TMOS-AChE, wykonang z zolu przechowywanego 12 godz. w lodéwce.

Rys. 12.45a przedstawia woltamperogramy z bardzo dobrze wyksztatconym pikiem
utleniania TC, co $wiadczy o tym, Ze przygotowana matryca TMA-TMOS stanowi dobre
srodowisko do dziatania enzymu i uzasadnia jej stosowanie. Po poczatkowym spadku pradu,
rejestrowany sygnal staje sie stabilny. Chronoamperogram otrzymany przy wcze$niej
ustalonym potencjale 0,25 V (Rozdz. 12.2.1, Rys. 12.6b), wskazuje na szybka, stabilna i

powtarzalng odpowiedz uktadu na pojawienie sie generowanego przez enzym analitu (Rys.
12.45b).
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Rys. 12.45 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-AChE w 5 mM ATCl w
0,1 M buforze fosforanowym pH=7, kolejne cykle: 1-10, v=10 mV s-1, b) chronoamperogram zarejestrowany na
tej samej elektrodzie, przed i po dodaniu ATCI do 0,1 M buforu fosforanowego pH =7 do uzyskania stezenia 5 mM,
E=0,25.

W celu optymalizacji parametrow pracy czujnika unieruchomiono porcje enzymu o
réznej aktywnos$ci. Maksymalny sygnat zarejestrowano dla enzymu o aktywnoSci
35 mU sensor! (Rys. 12.46).

20F
| |
< [ |
3. [ ]
< 10} n
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Aktywnosé AChE / mU sensor™

Rys. 12.46 Zalezno$¢ pradu piku utleniania TC od aktywnosci unieruchomionego enzymu na elektrodzie
TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-AChE, na podstawie woltamperograméw zarejestrowanych w 5 mM ATClw 0,1 M
buforze fosforanowym pH="7,v=10 mV s-1.

Celem okreslenia optymalnego stezenia ATCl do pomiaréw inhibicji enzymu,
przygotowano krzywe wysycenia AChE (Rys. 12.47), wynikajace z mechanizmu Michaelisa-
Menten, opisujgcego kinetyke reakcji enzymatycznej (Rozdz. 3). Eksperyment
przeprowadzano w warunkach chronoamperometrcznych, przyktadajac potencjat 0,25 V i
monitorujgc prad w trakcie dodawania stezonego ATCl do mieszanego roztworu. Na
podstawie tego eksperymentu wykreslono zalezno$¢ pradu od stezenia ATCl dla réznych
matryc uzytych do unieruchomienia enzymu (Rys. 12.47). We wszystkich przypadkach
wysycenie obserwuje sie przy stezeniu ok. 2,5 mM ATClL Dlatego tez, w dalszych
uzywano tej
polikrzemianowymi, AChE unieruchomiono takze w matrycy zmodyfikowanej ujemnymi

eksperymentach wartos$ci  stezenia. Poza opisanymi matrycami
grupami funkcyjnymi, przygotowanej w oparciu o prekursor TMOS i TPSp, wedtug procedury
podanej w Tab. 12.7. Zaobserwowano wplyw matrycy na rejestrowany prad utleniania TC
(Rys. 12.47). Najwyzszy prad otrzymano dla enzymu unieruchomionego w matrycy TMOS-
TPS. Moze to by¢ zwigzane z oddzialywaniem dodatnio natadowanej TC z ujemnymi grupami

matrycy.
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Rys. 12.47 Krzywa kalibracyjna dla ATCI zarejestrowana chronoamperometrycznie przez sukcesywne dodawanie
stezonego ATCl do 0,1 M buforu fosforanowego pH = 7, na elektrodzie TMA-CNP(6)
z enzymem AChE (EE, 35 mU sensor-1): osadzonym przez odparowanie z kropli (zielona krzywa) oraz
putapkowanym w réznych matrycach polikrzemianowych: TMA-TMOS-AChE (niebieska krzywa), TMOS-AChE
(czerwona krzywa), TPS-TMOS-AChE (czarna krzywa), E = 0,25.

Tab. 12.7 Sktad zolu uzytego do przygotowania matrycy TPS-TMOS.

Odczynnik Objetos¢ [ul]
TMOS 250
TPS-p 5mg

Metanol 185
Woda 75

Na podstawie Rys. 12.47 i Row. 3.2 obliczono Ky dla unieruchomionego w rézny
sposéb enzymu, otrzymujgc odpowiednio wartosci: 0,16 mM dla nieputapkowanego enzymu,
0,77 mM dla TMOS, 0,91 mM dla TMA-TMOS oraz 0,42 mM dla TPS-TMOS. Otrzymane
wartosci wskazujg na dobre powinowactwo do ATCl i s3 zblizone do wartosci
prezentowanych w literaturaturze 810,

W celu okreslenia rozktadu aktywnos$ci enzymu na powierzchni elektrody, wykonano
eksperymenty za pomoca SECM. W tym celu uzyto zlotej mikroelektrody o S$rednicy
d = 25 pm, ktérg skanowano powierzchnie elektrody pokrytej enzymem, TMA-CNP(6)-TMA-
TMOS-AChE (Rys. 12.48). Do elektrody ztotej przyktadano potencjat 0,9 V przy ktérym
obserwowano utlenianie TC, generowanej lokalnie z rozpuszczonego ATCL

Th r\Thox
Th ATCI
A/

o

Rys. 12.48 Schemat uktadu uzytego do zobrazowania rozmieszczenia AChE na TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-AChE.

W ten spos6b wykonano mapowanie powierzchni o rozmiarze 500 X 500 pum (Rys. 12.49),
ktére wykazato do$¢ jednorodny rozktad enzymu w obszarze skanowania. Rys. 12.49 i 12.50
przedstawia poréwnanie mapy utworznej w czystym buforze (Rys.12.49a) oraz po dodatku
ATCI (Rys.12.49b). Obecno$¢ ATCl powoduje generowanie TC, ktora z kolei utleniania jest na
ztotej elektrodzie, tuz nad powierzching elektrody pokrytej AChE. W nieobecnos$ci ATCI nic
sie nie dzieje. Obserwuje sie zatem powstawanie TC punkt po punkcie na powierzchni
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elektrody TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-AChE. Jednak obszar ten jest za maty aby maéc stwierdzic,
ze rozklad enzymu na catej powierzchin elektrody jest jednorodny.

400

v/ um

200

100

a) x/ pm b)
Rys. 12.49 Mapa aktywnosci enzymu wykonana technikg SECM elektrody TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-AChE

zanurzonej w: a) 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, b) w 2,5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7.
Skanujaca elektroda zlota znajdowata sie w statej odlegtosci 15 pm od skanowanej powierzchni, E=0,9 V.

il nA

500

Rys. 12.50 Mapa aktywnosci enzymu wykonana metodg SECM w 2,5 mM ATCIl w buforze fosforanowym pH =7
(kolorowy wykres) oraz bez dodatku ATCI (niebieski wykres) (potaczone mapy przedstawione na Rys. 12.49).

Na podstawie woltamperogramdéw utleniania TC rejestrowanych w funkcji odleglosci
mikroelektrody od powierzchni elektrody modyfikowanej enzymem (Rys. 12.51a), obliczono
lokalne stezenie TC, korzystajac z ponizszego réwnania:

i =4nFDCrcr (121
i - rejestrowany prad przy potencjale E=0,9V
D - wspétczynnik dyfuzji D = 6,0x10-7 cm2 s-17
N - liczba elektronéw, n = 2

F - stata Faradaya
r - promien elektrody ztotej, r = 12,5 pm

Z iloczynu wspotczynnika dyfuzji TC i nachylenia prostej przedstawionej na Rys. 12.51b
(3,25x10-* mol cm) obliczono strumien TC ktéry wynidst 1,95x10-1°mol cm2 s-1.
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Rys. 12.51 a) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na ztotej mikroelektrodzie w 2,5 mM ATC],
0,1 M bufor fosforanowym pH = 7, w réznej odlegtosci ztotej elektrody od powierzchni TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-
AChE, v =100 mV s, b) zalezno$¢ stezenia TC od odlegtosci elektrody ztotej od powierzchnie elektrody z
unieruchomionym enzymem.

Dalsze badania w oparciu o elektrode TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-AChE, wykazaty,
ze 3 dni przechowywania elektrody w temperaturze 4°C nie ma wptywu na generowany
sygnat amperometryczny. Po 40 dniach spada on o ponad 50%. Natomiast dla
nieputapkowanego AChE, sygnat zanika juz po 7 dniach przechowywania.

80 swieza oraz po 3 i 40 dniach przechowywania
[ matryca-AChE

0 =

swieza oraz po 7 dniach przechowywania
nieputapkowana AChE

0:0 0,4 0:8
E vs. Ag|AgCl / V
Rys. 12.52 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-AChE oraz TMA-CNP(6)
pokrytej enzymem osadzonym z kropli bez matrycy, po ré6znym czasie przechowywanie w temperaturze 4°C;
2,5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, 2-gie cykle, v=10 mV s-1.

Pierwsze pomiary inhibicji i reaktywacji enzymu przeprowadzone zostaly z
pestycydem fosforoorganicznym - paraoksonem (Px). Na podstawie poréwnania
woltamperograméw zarejestrowanych na elektrodzie TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-AChE przed
i po inkubacji elektrody przez 30 min w stezonym pestycydzie (106 M Px), wida¢ ze Px
powoduje silng inhibicje AChE (Rys. 12.53). Elektrode poddano odtruciu poprzez jej
inkubacje (30 min) w wodnym roztworze 2-PAM o stezeniu 5 mM. Umozliwito to reaktywacje
enzymu przez oddysocjowanie Px z centrum aktywnego AChE (Rozdz. 5.2). Inhibicja i
reaktywacja enzymu mozliwa jest co najmniej 6-krotnie dla jednej elektrody. Po reaktywacji

obserwuje sie nieco wyzszy sygnat (Rys. 12.53), co moze by¢ zwigzane z oczyszczaniem
centrow aktywnych enzymu i wzrostem aktywnosci.
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Rys. 12.53 Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-AChE, przed (czarna
krzywa) i po inkubacji w 10-¢ M paraoksonie 30 min (niebieska krzywa), nastepnie po inkubacji w 5 mM 2-PAM
przez 30 min (czerwona krzywa) w 2,5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, 2-gie cykle, v=10 mV s'1.

Jednym z czynnikéw wptywajacym na czuto$¢ sensora, jest czas inkubacji elektrody w
roztworze OP. Rys. 12.54a przedstawia pordwnanie inhibicji przez 10-¢M Px po inkubacji
elektrody przez roézny czas. W tym przypadku jako optymalny wybrano czas inkubacji rowny
30 min. Granica wykrywalno$ci, definiowana jako warto$¢ stezenie dla 10% inhibicji 12,
wynosi 50 nM. Rys. 12.54b przedstawia krzywa kalibracyjng w zakresie stezeni 50-1000 nM.

100
100} .
s U E - 80}
°\° 75} [ ] i
-~ 60}
© L 8
g 50¢ " 2
] ] = 40}
= c
£ 25} 201
.
0t ot
0 10 20 30 40
Czas inkubacji / mi
a) zas inkubacji / min b)

1% = 103,76 - 103,80C, ***
R’=0,979

0 250 500 750
C, /nM

1000

Rys. 12.54 a) Zalezno$¢ inhibicji od czasu inkubacji elektrody TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-AChE w 10-6 M Px, b)
krzywa kalibracyjna dla detekcji Px w wodzie dejonizowanej, na podstawie pomiaréw amperometrycznych
w 2,5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH=7, E=0,25 V.

Podobne eksperymenty przeprowadzono takze dla TEPP-u (Rys. 12.55). Jako optymalny czas
inkubacji wybrano 40 min (Rys. 13.55a). W tym przypadku granica wykrywalnosci (I = 10%)
wynosi podobnie jak dla Px, 50 nM. Rys. 12.55b przedstawia krzywa kalibracyjna w zakresie

stezen 50-1000 nM.
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Rys. 12.55 a) Zalezno$¢ inhibicji od czasu inkubacji elektrody TMA-CNP(6)-TMA-TMOS-AChE w 10-¢ M TEPP, b)
krzywa kalibracyjna dla detekcji TEPP w wodzie dejonizowanej, na podstawie pomiaréw amperometrycznych w
2,5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH=7, E=0,25 V.
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Tab. 12.8 przedstawia pordéwnanie inhibicji, przez rézne OP, enzymu
unieruchomionego w rézny sposéb. Jak wida¢ AChE izolowany z wegorza elektrycznego jest
mato czuly na badane pestycydy. Jedynie TEEP i paraokson wykazujg w stosunku do niego
toksyczne dziatanie. Inhibicja nieputapkowanego enzymu poza tatwym dostepem OP do
centréw aktywnych enzymu, moze wynika¢ takze z jego desorpcji z powierzchni elektrody.

Tab. 12.8 Poréwnanie inhibicji przez rézne pestycydy o stezeniu 10-6 M po inkubacji przez 30 min w
dejonizowanej wodzie, na elektrodzie TMA-CNP(6) z AChE (EE, 35 mU sensor-1) unieruchomionym w rézny

sposab.
Pestycyd LYy TMA-TMOS TMOS TPS-TMOS
AChE

Malation 33% brak brak brak
Fosmet 60% brak brak brak
Dichlorfos 80% brak brak brak
Diazinon 37% brak brak brak
Chlorpyrifos 65% brak brak brak
C‘r‘;‘égﬁ’;‘f;’s 77% brak brak brak
Trichlorfon 54% brak brak brak
Paration 65% brak brak brak
Paraokson 97% 62% 58% 49%
TEPP 93% 35% 80% 68%

Podsumowujgc, warstwowg elektrode polikrzemianowo-weglowa TMA-CNP(6),
zmodyfikowano enzymem, AChE(EE) przez adsorpcje z roztworu oraz unieruchomienie w
matrycach polikrzemianowych: TMOS, OTEOS, TMA-TMOS, TPS-TMOS. Tak przygotowane
czujniki optymalizowano pod katem stabilnosci i wydajnosci pracy. Dla TMA-CNP(6)-TMA-
TMOS-AChE przedstawiono krzywe Kkalibracyjne dla dwéch wybranych pestycydow:
paraoksonu i TEPP-u.

12.3.2 Paskowe elektrody polikrzemianowo-weglowe otrzymane metoda warstwa-po-
warstwie, TMA-CNP(6)

W elektrochemicznych biosensorach OP, enzym zazwyczaj unieruchamiany jest na
powierzchni elektrody, co moze powodowac jej niestabilno§¢ mechaniczng. Dlatego tez,
podjeliSmy probe opracowania czujnika, w ktéorym enzym nie jest immobilizowany
bezposrednio na powierzchni elektroaktywnej lecz w jej bezposrednim sasiedztwie. Jest to
mozliwe poniewaz enzym nie bierze udzialu w wymianie elektronéw z elektroda, a stuzy
jedynie do wytwarzania elektroaktywnej tiocholiny.

Opracowana elektroda sktada sie z dwdoch réwnolegtych paskow (Rys. 12.56). Jeden z
nich to omawiana wcze$niej elektroda warstwowa TMA-CNP(6), tym razem w formie paska o
wymiarach 2 mm x 1 cm na podtozu ITO (Rys. 12.56a). Obok niego, osadzono pasek
polikrzemianowego filmu TPS-TMOS z enzymem AChE, na czeSci podtoza z ktorego zdrapano
przewodzace ITO, aby nie zaktdcalo pomiaréw elektrochemicznych (Rys. 12.56b). Matryce
przygotowano wg Tab. 12.7, rozcienczajac otrzymany zol w enzymie w 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 7 w stosunku 1:100. Pasek otrzymano przez naniesienie kropli o
objetosci 5 pl. Widoczny na zdjeciu (Rys. 12.56b) ré6zowy kolor to nieprzewodzaca warstwa
izolacyjna, ktora ogranicza powierzchnie elektrody.
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Rys. 12.56 a) Schemat elektrody paskowej TMA-CNP(6) z enzymem w matrycy TPS-TMOS, b) zdjecie
wykonanego prototypu.

Grubos¢ polikrzemianowego filmu okre$lono technikg AFM (Rys. 12.57a). Rys. 12.57a
przedstawia fragment ITO i matrycy polikrzemianowej, natomiast Rys. 12.57b profil jej
grubosci ustalonej na 1,5 um.

a)' ' b) WMs 10 15 20 25 30 35 40 Bm

Rys. 12.57 Matryca polikrzemianowa TPS-TMOS-AChE(1mU sensor-1): a) obraz AFM, b) profil jej grubosci.

Na obrazach SEM paska TMA-CNP(6) widoczne sa duze submikroczastki polikrzemianowe
pokryte agregatami CNP, ich rozktad na powierzchni ITO jest jednorodny (rys. 12.58a,b).
Powierzchnia matrycy z enzymem TPS-TMOS jest w tej skali jednorodna i gtadka (Rys.
12.58c). Widac¢ takze, ze odlegto$¢ pomiedzy paskami wynosi ok. 0,5 pum (Rys. 12.58d).

)] d) IR e
Rys. 12.58 Obrazy SEM: a), b) paska TMA-CNP(6), ¢) paska matrycy TPS-TMOS-AChE, d) obu paskéw
jednoczes$nie.
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Rozktad aktywnosci zaimmobilizowanego enzymu badano za pomocg wspomnianej
juz techniki SECM, uzywajac ztotej mikroelektrody skanujgcej (d = 25 pum ). Skanowano
znacznie wiekszg powierzchnie niz poprzednio, 3,5 x 3,5 mm, chcac przedstawi¢ rozktad
enzymu w catym pasku TPS-TMOS (Rys. 12.59a). Do ztotej mikroelektrody przyktadano
potencjat 0,85 V, aby utleni¢ generowang enzymatycznie TC. Pordwnanie
woltamperograméw zarejestrowanych na mikroelektrodzie umieszczonej nad paskiem z
AChE i nad czystym ITO w elektrolicie zawierajgcym ATCI, oraz nad paskiem z AChE ale w
nieobecnosci ATCl wskazuje na aktywno$¢ zaimmobilizowanego enzymu (Rys. 12.59b).

ATCI, nad paskiem z enzymem

ATCI, nad ITO

i /nA

bufor fosforanowy,
nad paskiem z enzymem

-0.,5 0:0 0:5 1:0
E vs. Ag|AgCI / V

a)
Rys. 12.59 a) Schemat uktadu uzytego do zobrazowania aktywnosci enzymu w pasku TPS-TMOS-AChE, b) krzywe
woltamperometryczne zarejestrowane na ztotej mikroelektrodzie w 5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym
pH=7,E=0,85V, 1-e cykle,v=100 mV s-1.

Mapa rozktadu enzymu w pasku przedstawia wzrost pradu utleniania gtéwnie na brzegach
paska (Rys. 12.60a). Oznacza to, ze wiekszo$¢ aktywnego enzymu znajduje sie na brzegach
paska i tam jest generowana TC, utleniana nastepnie na powierzchni skanujacej
mikroelektrody. Jest to tzw. coffee ring effect, ktéory wynika ze zmian napiecia
powierzchniowego w trakcie odparowywania rozpuszczalnika z kropli zawiesiny czastek 13.

P

00 3500 2
o0 2000 2500 30
0 1000 15
o 500 x [ um

a) b)
Rys. 12.60 a) Mapa aktywnosci enzymu w wykonana technika SECM nad paskiem TPS-TMOS-AChE w 5 mM ATC],
0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, ztota mikroelektroda skanujaca, E = 0,85 V, b) zdjecie ITO pokrytego paskiem
TPS-TMOS-AChE(5mU sensor-!, EE) zanurzonego w kuwecie wypelnionej mieszaning Ellmana (Tab. 12.3).

Obserwowany efekt potwierdzono innym doswiadczeniem (Rys. 12.60b). W kuwecie
spektrofotometrycznej umieszczono ITO z paskiem TPS-TMOS-AChE oraz mieszanine stuzaca
do okre$lania aktywnos$ci enzymu (Tab. 12.3), zawierajaca barwnik DTNB, ktory w obecnosci
TC tworzy produkt o zéttej barwie. Na Rys. 12.60b widac, ze zétty kolor pojawia sie przede
wszystkim na brzegach paska, gdzie enzymu jest najwiecej, a w jego Srodku pozostaje
bezbarwna przestrzen. Pozostawiajac elektrode na dtuzszy czas (30 min) w mieszaninie
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Ellmana, mozna zaobserwowac¢ dyfuzje zéttego produktu reakcji barwnika z TC. (Rys. 12.61).
Poczatkowo widoczna jest wedréwka produktu w gére, a dopiero w nastepnej kolejnosci w
dot i w glab roztworu. Eksperyment pokazuje niska wydajno$¢ enzymu i wskazuje, ze
dogodnie jest prowadzi¢ eksperyment w kropli w ktoérej liczba moli analitu jest mniejsza.
Stosujac enzym o niskiej aktywnos$ci mozliwe jest osiggniecie satysfakcjonujacych rezultatow.
Prowadzenie eksperymentu w roztworze wymaga uzycia enzymu o wiekszej aktywno$ci, co z
uwagi na jego cene nie jest korzystne.

Rys. 12.61 ITO z naniesionym paskiem TPS-TMOS-AChE, zanurzonym w mieszaninie Ellmana (Tab. 12.3), kolejne
zdjecia wykonane w ciggu 30 minut obrazujgce dyfuzje TC.

W tym samym ukladzie przeprowadzono pomiar spektrofotometryczny przy dilugosci fali
412 nm, dla paskéw TPS-TMOS-AChE zawierajacych enzym o r6znej aktywnosci 1, 5, 10, 15
mU sensorl. W tym przypadku roztwor mieszano za pomocg specjalnie dostosowanego
mieszadta magnetycznego. Nachylenie zarejestrowanych krzywych, czyli szybkos¢ zmiany
absorbancji zalezy od aktywno$ci unieruchomionego enzymu (Rys. 12.62).

0,12} 15
©
= 0,09} 10
c
©
2 0,06} 5
o
[
2 1
< 0,03}

mU sensor”
0,00}
0 2 4 6 8
Czas / min

Rys. 2.62 Zmiana absorbancji w czasie, rejestrowana przy diugosci fali 412 nm, dla ITO z paskiem
TPS-TMOS-AChE o réznej aktywnosci, zanurzonym do mieszaniny Ellmana (Tab. 3), roztwo6r mieszany
mieszadtem magnetycznym.

Na podstawie krzywej kalibracyjnej dla ATCl wykonanej na paskowej elektrodzie TMA-
CNP(6)-TPS-TMOS-AChE(1mU sensor!) oszacowano optymalng warto$¢ stezenia ATCI dla
tego typu ukltadu na 5 mM (Rys. 2.63). Eksperymenty prowadzono w uktadzie
tréjelektrodowym w kropli o objetosci 50 pl.
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Rys. 12.63 Krzywa kalibracyjna dla ATCI zarejestrowana elektrodzie paskowej TMA-CNP(6)-TPS-TMOS-AChE
(1 mU snesor-1, EE) chronoamperometrycznie sukcesywnie dodajac stezonej ATCl do 0,1 M buforu fosforanowego

pH =7, eksperyment wykonywany w kropli 50 pl, E = 0,25 V.

Tak zaprojektowany paskowy bioczujnik OP dziata wg schematu zamieszczonego na Rys.
12.64a. Zarejestrowane woltamperogramy cykliczne utleniania TC przedstawiaja zaréwno
inhibicje enzymu przez Px, jak i jego reaktywacje przez inkubacje w roztworze 2-PAM (Rys.
12.64Db).

/ W)
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& po reaktywacji
@ \

%é g sl
O= P \ <
3
O Thiocholine :
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W po inhibicji
0,3 0,0 0,3 0,6
a) b) E vs. Ag|AgCIl/V

Rys. 12.64 a) Schemat dziatania czujnika paskowego TMA-CNP(6)-TPS-TMOS-AChE, b) Krzywe
woltamperometryczne zarejestrowane na paskowej elektrodzie TMA-CNP(6)-TPS-TMOS-AChE(5 mU sensor-1,EE)
przed inhibicja (czarna krzywa) i po inhibicji w 10-¢ M Px w dejonizowanej wodzie przez 30 min (czerwona
krzywa) oraz po reaktywacji w 5 mM 2-PAM (niebieska krzywa) w 5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym
pH =7, 2-gie cykle,v=10 mV s'1.

Krzywa kalibracyjna dla Px rejestrowana na elektrodach paskowych z enzymem w TPS-
TMOS-AChE(1mU sensor, EE), w zakresie stezen 25-200 nM przedstawiona jest na Rys.
12.65a. Granica wykrywalnosci Px wynosi 25 nM (I = 10%). Pomiary inhibicji prowadzono
rejestrujac krzywa chronoamperometryczng w czystym buforze fosforanowym. Nastepnie
pokrywano elektrode 50 pl kroplg roztworu 5 mM ATCl i czekano 10 min na wygenerowanie
TC, po czym zndéw rejestrowano krzywa chronoamperometryczng. Waznym etapem jest
otrzymanie doktadnie takich samych krzywych przed pomiarem inhibicji, czyli takze
doktadne wymycie TC i ATCl z powierzchni elektrody. W eksperymencie przeprowadzonym
w mieszaninie Ellmana, po inkubacji w roztworze Px, prawie niewidoczny jest obserwowany
wczesniej z6tty kolor (Rys. 12.65b). Potwierdza to toksyczne dziatanie Px na enzym i jego
dezaktywacje.
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Rys. 12.65 a) Krzywa kalibracyjna dla paraoksonu zarejestrowana na paskowej elektrodzie TMA-CNP(6)-TPS-
TMOS-AChE(1 mU sensor-t, EE), chronoamperometrycznie w 5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH=7,
czas inkubacji wynosit 30 min, E = 0,25 V, b) zdjecie ITO z naniesionym paskiem TPS-TMOS-AChE( 5mU sensor-1,
EE) po inhibicji w 10-6 M Px zanurzonym w mieszaninie Ellmana (Tab. 12.3).

W pasku TPS-TMOS unieruchomiono takze enzym genetycznie modyfikowany B394 (1mU
sensor-1) i przeprowadzono inhibicje innym pestycydem, malaoksonem (Mx), na ktory ten
enzym jest bardzo czuty (Rys. 12.66a). Czas inkubacji elektrody skrécono do 10 min. Krzywa
chronoamperometryczna wskazuje na silng inhibicje enzymu (Rys. 12.66b).

0,6
przed inhibicja

O O o\/ 0,3}
<
L 2
NGRS N -

.S
| 0!0 i po inkubacji w 5 nM malaoksonie
0 200 400 600
a) b) t/s

Rys. 12.66 a) Wz6r strukturalny malaoksonu 14, b) chronoamperogram zarejestrowany na elektrodzie paskowej
TMA-CNP(6)-TPS-TMOS-AChE(1 mU sensor-t, B394) przed (niebieska i czerwona krzywa) i po inhibicji przez 5
nM Mx w dejonizowanej wodzie przez 10 min; 5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH=7, E=0,25V.

Sporzadzono krzywa Kkalibracyjng dla Mx w zakresie stezenia 0,25-5,0 nM z liniowa
zalezno$cig w zakresie 0,25-1,5 nM (Rys. 12.67). Granice wykrywalnos$ci wyznaczono na 0,25
nM (I = 10%) i jest ona nizsza od wymaganej przez przepisy Unii Europejskie;j.
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Rys. 12.67 Krzywa kalibracyjna dla Mx na paskowej elektrodzie TMA-CNP(6)-TPS-TMOS-AChE(1 mU sensor-1,
B394), wykonana chronoamperometrycznie w 5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7,
czas inkubacji: 10 min, £ = 0,25 V.
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Rys. 12.68 prezentuje zdjecia stosowanego uktadu pomiarowego do czujnika paskowego.

Rys. 12.68 Fotografia uktadu pomiarowego dla elektrod paskowych TMA-CNP(6)-TPS-TMOS-AChE z elektroda
chlorosrebrowg umieszczong w pipecie szklanej.

Podsumowujac, opracowano nowy bioczujnik OP, w ktérym rozdzielono element
generujacy TC zawierajacy enzym, od powierzchni elektroaktywnej umozliwiajgcej utlenienie
TC i rejestracje sygnatu amperometrycznego. Do immobilizacji dwdch rodzajéw AChE (EE i
B394) uzyto matrycy TPS-TMOS. Czujnik scharakteryzowano za pomocg AFM, SEM, SECM i
technik elektrochemicznych. Zarejestrowano krzywe kalibracyjne dla dwoch wybranych
pestycydéw: paraoksonu i malaoksonu.

12.3.3 Sitodrukowane komercyjne elektrody weglowe modyfikowane nanoczastkami
wegla

W  kolejnym etapie, do prac nad czujnikiem OP zaadoptowano elektrode
sitodrukowang modyfikowang kroplg zawiesiny CNP w ACN (2 pl, 2,5 mg ml?)
zaprezentowang w podrozdziale 12.2.3. Do unieruchomienia enzymu uzyto matrycy
polikrzemianowej modyfikowanej dodatnimi grupami funkcyjnymi (TMA-TMOS), poniewaz
stabilizuje CNP i normuje prace elektrody.

Rys. 12.69 Schemat elektrody DS-CNP-TMA-TMOS-AChE.

W tym przypadku zastosowano bardziej czuty na dziatanie OP enzym B394, umozliwiajacy
osiagniecie nizszej LOD. W matrycy TMA-TMOS unieruchamiano enzym o aktywnosci 1 mU
sensor! przez rozcienczenie zolu (Tab. 12.5) w roztworze enzymu w 0,1 M buforze
fosforanowym pH = 7 w stosunku 1:100. Nastepnie 5 pl mieszaniny osadzono na powierzchni
elektrody. Po wyschnieciu czujnik byt gotowy do uzycia i nie wymagal uprzedniego
kondycjonowania. Rys. 12.70 przedstawia zestaw pomiarowy i prototypowy czujnik.
Wszystkie pomiary elektrochemiczne przeprowadzane byly w kropli o objetosci 50 pl, co
ulatwia prace i zmniejsza koszty czujnika.
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_ie
Rys. 12.70 Zdjecie stosowanego uktadu pomiarowego dla elektrod DS-CNP-TMA-TMOS-AChE.

Na chronoamperogramie (Rys. 12.71a) zarejestrowanym dla takiego typu czujnika przed i po
inkubacjag w 10 nM chlorfenwinfosie (CFV, Rys. 12.71b) widoczne jest znaczgce obniZenie
sygnatu pradowego. Wskazuje to na bardzo toksyczne dziatanie pestycydu na AChE.

Elektrode inkubowano przez 10 min w CFV rozpuszczonym w butelkowanej wodzie pitnej
JZywiec-Zdréj”.

0,4
sygna® kontrolny
0,3} Cl
ATCI ‘ 1.0 _CHj
i— 0’2 [ po inkubacji w CFV O, 'l:’\ov
0.1 cl cl LCH3
0,0
0 300 600
a) t/s b)

Rys. 12.71 a) Chronoamperogram zarejestrowany na elektrodzie DS-CNP-TMA-TMOS-AChE przed (niebieska i
czarna krzywa) i po inkubacji w 10 nM CFV w wodzie butelkowanej ,Zywiec-Zdréj” (czerwona krzywa); 5 mM
ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, czas inkubacji: 10 min, E = 0,3 V, b) wzér strukturalny
chlorfenwinfosu 15.

Rys. 12.72a przedstawia krzywg kalibracyjng opracowang dla CFV w zakresie stezen 1,0-10
nM. Granica wykrywalno$ci wynosita 1,5 nM (I = 10%). Sensor DS-CNP-TMA-TMOS-AChE
badano tez pod katem czutosci na inny OP, paraokson (Rys 12.72b). W tym przypadku

zaobserwowano bardzo zbliZzone zachowanie uktadu jak dla CFV. LOD takze wyniosto 1,5 nM
(I=10%).

60
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R 2
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L )
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| ]
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a) CCFV I nM b) Px

Rys. 12.72 Krzywa kalibracyjna otrzymana na elektrodzie DS-CNP-TMA-TMOS-AChE dla: a) chlorfenwinfosu,
b) paraoksonu w wodzie butelkowanej; czas inkubacji: 10 min, 5 mM ATCI, 0,1 M bufor fosforanowy pH =7,
E=03V.

Kolejnym OP jaki poddano badaniu na powyzszym czujniku byt malaokson (Mx).
Krzywa kalibracyjna przygotowano w zakresie stezen 0.15-10 nM Mx (Rys. 12.73a) w wodzie
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butelkowanej. LOD ustalono na 0,25 nM (I = 10%). Obecno$¢ atomu siarki w strukturze Mx
moze powodowac wieksza toksyczno$¢ i inhibitorowe dziatanie na AChE. Stad wynika nizsza
granica wykrywalnosci dla tego pestycydu. Pomiary przeprowadzono takze w wodzie
dejonizowanej i nie odbiegaty one od rejestrowanych w wodzie butelkowane;j.
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Rys. 12.73 Krzywa kalibracyjna otrzymana na elektrodzie DS-CNP-TMA-TMOS-AChE(B394) dla Mx w wodzie
butelkowanej, czas inkubacji 10 min, 5 mM ATC], 0,1 M bufor fosforanowy pH=7,E=0,3 V.

Badano wplyw czasu przechowywania czujnika na jego prace, monitorujgc stopien
inhibicji dla uzyskanej warto$ci LOD danego pestycydu po roznym czasie przechowywania w
temperaturze 4°C. Okazato sie, ze wszystkie czujniki zachowujg LOD na poziomie 10% nawet
po miesigcu przechowywania w takich warunkach. Co prawda obserwowano spadek
rejestrowanego sygnalu amperometrycznego, zwigzany ze spadkiem aktywnos$ci AChE, ale
nie miato to ogblnego wptywu na stopien inhibicji enzymu przez OP.

Podsumowujgc, w niniejszym podrozdziale przedstawiono czujnik pestycydéw
przygotowany w oparciu o komercyjne podloze sitodrukowane modyfikowane CNP przez
osadzenie z kropli. Enzym, AChE B394 unieruchomiono w matrycy polikrzemianowej TMA-
TMOS. Sensor poddano testom pod katem detekcji trzech pestycydéw: chlorfenwinfosu,
paraoksonu oraz malaoksonu w butelkowanej wodzie pitne;.

12.3.4 Sitodrukowane elektrody weglowe przygotowane w warunkach laboratoryjnych
domieszkowane nanoczastkami wegla

Enzym AChE (B394) unieruchomiono w matrycy TMA-TMOS na sitodrukowanych
elektrodach weglowych z domieszka CNP, przygotowanych w warunkach laboratoryjnych,
SPEL-CCNP-TMA-TMOS-AChE (Rys. 12.74).

\3_.

Rys. 12.74 Fotografie uktadu pomiarowego dla elektrod SPEL-CCNP-TMA-TMOS-AChE.

Przygotowany czujnik poddano badaniom pod katem inhibicji CFV (Rys. 12.75a). Uzyto
wcze$niej ustalony potencjat utleniania TC, 0,2 V (Rozdz. 12.2.4). Rys. 12.75 przedstawia
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catkowita dezaktywacje enzymu po 10 min inkubacji elektrody w stezonym CFV. Na Rys.
12.75b wida¢ za$ czeSciowg utrate aktywnos$ci AChE po dzialaniu 50 nM CFV. Reaktywacja
zainhibitowanego enzymu B394 nie byta mozliwa (Rys. 12.75b, czarna krzywa). Oznacza to,
zZe tego rodzaju czujnik mozna stosowa¢ wytgcznie jednorazowo.

017 B sygnat kontrolny 06 i
sygnat kontrolny
sygnat po inkubacji w 1 uM CVF 0.3}
E‘ 0’0 E" po reaktywacji w 5 mM 2-PAM
0.0 ™ po inkubacji w 50 nM CFV
-0,7
-0.3
200 400 600 200 400 600
a) t/s b) tl/s

Rys. 12.75 Chronoamerogram zarejestrowany na SPEL-CCNP-TMA-TMOS-AChE przed (czarne i niebieskie
krzywe) i po inhibicji (czerwone krzywe) za pomoca a) 1 uM CVF, b) 50 nM CFV w wodzie butelkowanej oraz po
reaktywacji w 5 mM 2-PAM (zielona krzywa); 5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH=7,
czas inkubacji: 10 min, E=0,2 V.

Rys. 12.76 przedstawia krzywa kalibracyjng w zakresie stezen 0,5-10 nM CFV. LOD ustalono
na 1 nM (I = 10%), co jest lepszym wynikiem od rejestrowanego na DS-CNP-TMA-TMOS-
AChE (1,5 nM). Moze by¢ to powiazane z mniejsza szorstkoscig elektrody, a tym samymym
innym rozktadem enzymu na powierzchni i dostepnosci OP do centréw aktywnych AChE.
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Rys. 12.76 Krzywa kalibracyjna otrzymana na elektrodzie SPEL-CCNP-TMA-TMOS-AChE dla CFV w wodzie
butelkowanej, 5 mM ATCl w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, czas inkubacji: 10 min, E=0,1 V.

Do unieruchomienia AChE(B349) na elektrodzie sitodrukowanej zastosowano takze
inng metode niz putapkowanie w matrycy polikrzemianowej. Bylo nig unieruchomienie w
usieciowanej warstwie alkoholu poliwinylowego (PVA). Do tego celu uzyto prepolimeru PVA
z grupami azydkowymi (PVA-AVP) ktére ulegaja catkowitej polimeryzacji pod wplywem
Swiatta UV, zamykajac w swej strukturze molekuty enzymu (Rozdz. 3.3.2). W celu
immobilizacji enzymu przygotowano mieszanine w stosunku objetosciowym 1:1, PVA-AVP z
roztworem enzymu rozcienczonego w dejonizowanej wodzie. Nastepnie powierzchnie
elektrody SPEL-CCNP pokryto kroplg mieszaniny o objetosci 3 pl i pozostawiano w
temperaturze 4°C na 72 godz. pod ciggtym dziataniem $wiatla halogenowego (SPEL-CCNP-
PVA-AChE).

Przed przeprowadzeniem eksperymentéw elektrochemicznych elektroda wymagata
wstepnego kondycjonowania przez 10 min w 0,1 M buforze fosforanowym pH = 7, w celu
ekspansji wigzan polimerowych dla utatwienia dostepu analitu i OP do centréw aktywnych
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AChE. Dtuzszy byt takze czas prowadzenia eksperymentu. Czujnik badano pod katem
wykrywania CFV (Rys. 12.77).

ATCI sygnat kontrolny

0.0}

po inkubacji w 5 nM CFV .
"@ puuenS

250 500 750 1000 1250
t/s
Rys. 12.77 Chronoamerogram zarejestrowany na elektrodzie SPEL-CCNP-PVA-AChE przed (niebieska i czarna

krzywa) i po inkubacji w 5 nM CFV w wodzie butelkowanej przez 10 min (czerwona krzywa); 5 mM ATClw 0,1 M
buforze fosforanowym pH=7,E=0,2 V.

W zakresie stezen 0,6-10 nM zaobserwowano liniowg zalezno$¢ procentu inhibicji od
stezenia CFV (Rys. 12.78, wstawka). LOD oznaczono na 0,15 nM (I = 10%) i nie ulegt zmianie
po 4 tygodniach przechowywania w 4°C. Wida¢ znaczacy wptyw sposobu immobilizacji
enzymu i PVA wydaje sie by¢ jednym z najlepszych, szczegdélnie do oznaczania CFV.
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Rys. 12,78 Krzywa kalibracyjna otrzymana na elektrodzie SPEL-CCNP-TMA-TMOS-AChE dla CFV w wodzie
butelkowanej, czas inkubacji elektrody 10 min, 5 mM ATC], 0,1 M bufor fosforanowy pH=7, E=0,2 V.

Podsumowujac, z powodzeniem zaadaptowano elektrode sitodrukowang w
warunkach laboratoryjnych (SPEL-CCNP) do skonstruowania bioczujnika chlorfewinfosu.
Enzym (B394) unieruchomiono w dwojaki sposoéb: w matrycy polikrzemianowej oraz w
usieciowanym alkoholu poliwinylowym. Ten ostatni umozliwia uzyskanie nizszej granicy
wykrywalnos$ci od wymaganej prze przepisy Unii Europejskiej.

W Tab. 12.9 zaprezentowano poréwnanie wszystkich opracowanych bioczujnikéw OP
z danymi literaturowymi oraz wymogami narzuconymi przez dyrektywy UE. Przedstawione
w niniejszym rozdziale czujniki OP charakteryzuja sie zbliZonymi parametrami do opisanych
w literaturze. Czuto$¢ takiego sensora zalezy przede wszystkim od zastosowanego enzymu
oraz od sposobu jego immobilizacji. Wymogi UE zostaly spetnione dla czujnika malaoksonu i

chlorfenwinfosu. Mogg one zosta¢ z powodzeniem uzyte do jednorazowej detekcji tych OP w
wodzie pitne;j.
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a LOD
. . Sposob LOD
Rodzaj pestycydu Rodzaj . - wymagane ..
: unieruchomienia/ otrzymane | Zroédlo
fosforoorganicznego elektrody . przez UE
rodzaj enzymu [nM] [mol I-1]
SPE-MWCNT- PVA-SBQ- 11x10% 16
CoPh AChE(EE)
Aldehyd 8 17
SIHED glutarowy-BChE 2,010
SPE-MWCNT Osadzanie z kropli- 50 x 10-10 18
AChE(EE) !
Paraokson (Px) Aldehyd 3,6 x 10-10 9 8
S glutarowy-AChE 7,5x10
TMA-TMOS-
- -8
TMA-CNP(6) AChE(EE) 5,0x 10 o
Pasek TMA- TPS-TMOS- niniejsza
25x%x 108 praca
CNP(6) AChE(EE) !
DS-CNP TMA-TMOS-B394 1,5 x 10-9
TMA-CNP(6) | TMA-TMOS-EE 5,0 x 108 “igrizj;za
TEPP Light Celuloza- 3,4 x 10°10
addressable .
otentiometric biotynowany 1,0 =10 Y
p AChE(EE)
sensor
SPE-SWCNT- PVA-SBQ- 9 1
CoPh AChE(EE) 6,4x10
SPE-CoPh PVA-AChE(B394) 6,4 x 10-11 20
Malaokson (Mx) SPE-CoPh zol-zel-AChE(EE) 3,2 x 10-10 3,6 x 109 21
Pasek TMA-
CNP(6) TPS-TMOS-B394 2,5 x 10-10 nlS;(;Lfa
DS-CNP TMA-TMOS-B394 2,5 x 10-10
SPE-CoPh PVA-AChE(B394) 1,5 x 10-10 20
SPE-CoPh- .
. Powinowactwo-
-11 22
czastki AChE(B394) 1,3x 10
magnetyczne
Chlorfenwinfos PVA-AChE(EE) 1,3 x 107
SPE-CoPh 2,7 x10°10 . 22
(CFV) PVA-AChE(B394) 1,4 x 1010
DS-CNP TMA-TMO0S-B394 1,5 x 109 L
TMA-TMOS-B394 TOx100 | oo
SPEL-CCNP . — : praca
PVA-B394 1,5 x 10-10
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Podsumowanie i wnioski

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo przygotowanie elektrod w oparciu
o nanoczastki wegla, nanoczastki ztota, nanorurki weglowe oraz submikroczastki
polikrzemianowe wykorzystujagc proste metody modyfikacji powierzchni, a takze
zrozumienie procesOw na nich przebiegajacych oraz ich zastosowanie w bioogniwach lub
czujnikach amperometrycznych.

Cze$¢ literaturowa pracy stanowi oméwienie dostepnej wiedzy w zakresie
prowadzonych badan. Rozpoczeto jg od scharakteryzowania wtasciwo$ci nanomateriatéw
weglowych oraz ztotych, przede wszystkim pod katem zastosowania jako materiatu
elektrodowego. Przedstawiono rézne metody modyfikacji elektrod takimi nanostrukturami,
jak metoda warstwa-po-wartwie, elektroforetyczne osadzanie oraz sitodruk. Nastepnie
skupiono sie na omoéwieniu biologicznych katalizatoréw jakimi sa enzymy: oksydaza
bilirubiny i acetylocholinoesteraza. Przedstawiono sposoby ich immobilizacji na powierzchni
elektrody, a doktadniej scharakteryzowano putapkowanie w matrycy polikrzemianowej oraz
w alkoholu poliwinylowym. Elektroda zmodyfikowana oksydaza bilirubiny moze zosta¢ uzyta
do skonstruowania bioogniwa paliwowego, dlatego stato sie ono tematem kolejnego
rozdziatu niniejszej pracy. Omdéwiono enzymatyczne ogniwa paliwowe, poswiecajac duzo
uwagi na hybrydowe ogniwo cynkowo-tlenowe oraz paliwowe bioogniwo askorbinowo-
tlenowe. Na koniec zaprezentowano rézne rodzaje czujnik6w amperometrycznych: sensor
dopaminy, w ktérym wykorzystuje sie wtasciwosci elektrokatalityczne podtoza w stosunku
do jej utleniania; czujnik pestycydoéw fosforoorganicznych, ktory z kolei opiera sie na inhibicji
acetylocholinoesterazy oraz amperometryczny czujnik tiocholiny, ktérego opracowanie jest
pierwszym etapem przygotowania bioczujnika pestycydéw.

Pierwsze prace eksperymentalne dotyczyly przygotowania, charakterystystyki i
zastosowania elektrod wykonanych z réznoimiennie natadowanych czastek w oparciu o
metode warstwa-po-warstwie. W tym celu, w réznych konfiguracjach uzyto: nanoczastki
ztota i wegla oraz zsyntezowane submikrczastki polikrzemianowe. Materialy elektrodowe
otrzymano wykorzystujac oddziatywania elektrostatyczne grup funkcyjnych czastek, nie
stosujagc  zadnych molekut t3czacych. Poza naszym laboratorium takie podejscie
wykorzystywano bardzo rzadko. Ta prosta metoda umozliwia kontrole stopnia pokrycia
substratu, w tym przypadku ITO, przez liczbe zanurzen/wynurzen w zawiesinach czastek.
Pokrycie elektrody ma znaczacy wplyw na witasciwosci elektrokatalityczne otrzymywanych
podlozy. Strukture osadzonych warstw scharakteryzowano za pomoca technik
mikroskopowych jak SEM i AFM, ukazujgc ich bardzo zréznicowang powierzchnie. W
przypadku elektrod zawierajacych nanoczastki ztota, widma UV-Vis wykazaty
charakterystyczny pik SPR korespondujacy z liczbg warstw. Przede wszystkim skupiono sie
na wtasciwos$ciach elektrochemicznych i elektrokatalitycznych elektrod.

1. Synteza  sfunkcjonalizowanych  submikroczastek polikrzemianowych -
zmodyfikowana metoda Stobera, w oparciu o proces zol-zel. Zsyntezowano trzy rodzaje
czastek: pokryte dodatnio natadowanymi grupami funkcyjnymi: TDA i TMA, oraz
ujemnie: TPS. Za pomoca woltamperometrii cyklicznej zbadano ich zdolno$¢ do
akumulacji jonéw: TDA - nie wykazaty akumulacji (prawdopodobnie przez hydrofobowy
charakter grup funkcyjnych czastki)), TMA - wykazaly akumulacje anionéw
heksacyjanozelazianowych (IlI), TPS - wykazaty niewielka akumulacje kationéw
heksaaminorutenu (III). Czastki te uzyto do przygotowania elektrod metoda warstwa-po-
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warstiwe w potaczeniu z nanoczastkami ztota (Au-TPS) lub nanoczastkami wegla (TDA-
CNP, TMA-CNP).

Elektrody zlote, Au-Au(n) - otrzymane przez naprzemienne osadzanie réznoimiennie
natadowanych nanoczastek ztota na ITO. Stopien pokrycia ITO nanoczastkami zlota
zbadano woltamperometrycznie wykorzystujac proces tworzenia tlenkéw ztota, a takze
proces redukcji nadtlenku wodoru i utleniania t-BuFc. Zbadano katalize reakcji redukcji
tlenu w $rodowisku kwasnym i zasadowym. Elektrody uzyto do utleniania cysteiny, a
takze glukozy w Srodowisku zasadowym. Przedstawiono zmiane sygnatu pradowego dla
kilku wybranych stezen tych zwigzkéw. Elektrody wykazaly bardzo duza stabilnos¢
mechaniczng i ztoty refleks dla grubszych depozytéw. Oznacza to, Ze ta prosta metoda
osadzania ztotych filméw, moze stanowic alternatywe dla juz istniejacych i popularnych
technik.

Elektrody zloto-polikrzemianowe, Au-TPS(n) - otrzymane przez naprzemienne
osadzanie réznoimiennie naladowanych nanoczastek zlota i submikroczastek
polikrzemianowych na ITO. Pokrycie podtoza czastkami zbadano woltamperometrycznie
wykorzystujac proces tworzenia tlenkéw ztota, a takze proces redukcji nadtlenku wodoru
i utleniania t-BuFc. Elektrody z grubszym depozytem (Au-TPS(12)) wykazaty akumulacje
kationow heksaaminoterutenu (1) i brak akumulacji anionow
heksacyjanozelazianowych (III). Natomiast na elektrodzie pokrytej niewielka liczba
czastek (Au-TPS(1)) obserwowano efekt odwrotny. Sugeruje to, Ze wraz z osadzaniem
kolejnych warstw nastepuje zmiana poczatkowego dodatniego tadunku elektrody na
ujemny. Elektrody te zastosowano do elektrokatalitycznej redukcji tlenu w srodowisku
kwasnym. Zaobserwowano i zbadano efekt aktywacji powierzchni nanoczastek zlota
przez katodowe wydzielanie wodoru. Wykazano wptyw aktywacji na poprawe
wilasciwosci katalitycznych elektrody w stosunku do reakcji redukcji tlenu oraz utlenienia
mieszaniny zawierajacej hydrazyne, jony siarczanowe (IV) oraz jony azotanowe (III).
Opisane czastki TPS pokryte ujemnymi grupami funkcyjnymi po raz pierwszy uzyto do
przygotowania materiatu elektrodowego.

Elektrody polikrzemianowo-weglowe, TDA-CNP(n), TMA-CNP(n) - otrzymane przez

naprzemienne osadzanie réznoimiennie natadowanych  nanoczgstek  wegla

i submikroczastek polikrzemianowych na ITO. Przygotowano dwa typy takich elektrod

réznigcych sie rodzjem czastek polikrzemianowych (TDA lub TMA). Dla pordéwnania

przygotowano takze elektrode polikrzemianowo-weglowa w oparciu o nanoczastki wegla

i cienki polikrzemianowy film modyfikowany tymi samymi grupami funkcyjnymi co

czastki TMA (TMAzo-CNP).

4.1. Ilo$¢ nanoszonego materiatu kontrolowano ilo$cig zanurzen i wynurzen. Wraz ze
zwiekszaniem osadzanego depozytu, wzrastal réwniez rejestrowany prad
pojemnosciowy tadowania warstwy podwdjnej elektrod. Najwieksza pojemnos$c¢
elektryczng wykazaly elektrody TDA-CNP, najmniejszg TMA-CNP. TMA.,-CNP,
wbrew oczekiwaniom, wykazaty ponad dwa razy wiekszg pojemno$¢ od TMA-CNP -
wigze sie to z duzg porowatoscig filméw polikrzemianowych.

4.2. Elektrody TDA-CNP wykazaty zdolnos¢ do akumulacji kationu
heksaaminorutenowego (III), brak akumulacji anionu heksacyjanozelazianowego
(III) oraz nieodwracalng akumulacje dianionu ABTS?. Elektroda TMA-CNP wykazata
niewielkg akumulacje Ru(NH3)e3* oraz nieodwracalng akumulacje Fe(CN)e3- i ABTS?.
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Natomiast elektroda TMA,,-CNP wykazata zdolno$¢ do akumulacji zaréwno
kationow jak i anionéw aktywnych redoks oraz niewielkg odwracalng akumulacje
ABTS?Z, Zbadano takze akumulacje jonéw wytacznie na warstwie TMA,,. Okazato sie,
ze blokowany jest proces utleniania-redukcji jonéw Ru(NH3)e3+/2+, natomiast na
powierzchni akumulujg sie jony Fe(CN)¢3-. Potwierdza to wystepowanie dodatnio
natadowanych grup funkcyjnych na filmie polikrzemianowym.
Wszystkie podtoza zawierajace nanoczgstki wegla wykazaty powinowactwo do
oksydazy bilirubiny. Na elektrodach z zaadsorbowanym na powierzchni enzymem
obserwowano bezmediatorowg katalize reakcji redukcji tlenu bezposrednio do
wody. Najlepsze parametry odnotowano na elektrodzie TMA-CNP(12)-BOD:
potencjat redukcji tlenu wynosit 0,6 V vs. Ag|AgCl, a otrzymana gesto$¢ pradu to
200 pA cm2, Stosujgc sztuczng surowice krwi jako elektrolit ze wzgledu na wyzsze
pH i obecno$¢ jonéw chlorkowych, zaobserwowano zmniejszenie pradu redukcji
tlenu i obnizenie potencjatu. Adsorpcja mediatora na powierzchni elektrody nie
wptyneta znaczaco na polepszenie parametrow pracy elektrody.
Elektrody pokryte oksydaza bilirubiny zastosowano jako katode w hybrydowych
ogniwach cynkowo-tlenowych. Przygotowano trzy typy takich ogniw, w ktérych
anode stanowit drut cynkowy pokryty Nafionem. Natomiast ogniwa roznity sie
rodzajem katody: TDA-CNP(6)-BOD, TMA-CNP(12)-BOD lub TMA,,-CNP(12)-BOD.
Zaobserwowano takze korelacje pomiedzy pradem redukcji tlenu na katodzie a
otrzymywang mocg ogniw. Najwyzsze OCV wynoszace 1,69 V z maksymalng
gestoScig mocy rowng 131 pW cm-2 uzyskano dla ogniwa z katodg TMA-CNP(12)-
BOD. Sa to warto$ci wystarczajace do zasilania niewielkich implantowanych
urzadzen. Przygotowane ogniwa z powodzeniem pracowaty takze w sztucznej
surowicy krwi.
Na elektrodach TMA-CNP(6) oraz TMA,,-CNP(6) badano proces utleniania kwasu
askorbinowego. Obydwie elektrody wykazaty bardzo dobre wtasciwosci katalityczne
w stosunku do tej reakcji i postuzyly do zbudowania ogniw zasilanych AA:

(1) (()TMA-CNP(6)|AA,bufor fosforanowy pH=4,8| TMA-CNP(12)-BOD-NF(+),

(2) (1) TMA,-CNP(6)|AA, bufor fosforanowy pH=4,8| TMA,,-CNP(12)-BOD-NF(+)
Modyfikacja katody polimerem kationowymiennym, Nafionem, umozliwita skuteczng
ochrone katody przed niepozgdanym utlenianiem paliwa i dezaktywacja enzymu.
Maksymalng gesto$¢ mocy 5,15 pW cm-2 oraz OCV 0,57 V otrzymano dla ogniwa (1).
Moc takiego ogniwa zalezy od stezenia elektrolitu, dlatego moze ono pehié role
samonapedzajacego sie czujnika kwasu askorbinowego.

W oparciu o elektrode TDA-CNP, przygotowano amperometryczny czujnik dopaminy
pozwalajacy na pomiar jej stezenia w obecno$ci roéznych substancji
przeszkadzajgcych, a przede wszystkim kwasu askorbinowego, kwasu moczowego i
acetaminofenu. Czujnik ten testowano pod Kkatem stabilno$ci pracy, czasu
przechowywania, wptywu pH elektrolitu oraz stopnia pokrycia -elektrody.
Wyznaczona granica wykrywalnosci (0,1 uM) jest poréwnywalna z uzyskanymi na
innych czujnikach amperometrycznych i umozliwia pomiar stezenia DA na poziomie
wystepujacym u ludzi zdrowych. Jest to wystarczajace do wstepnej diagnostyki
pacjentow.

Proces utleniania tiocholiny zbadano na dwdch rodzajach elektrod: TMA-CNP oraz
TMA,.-CNP. Obydwa podtoza wykazujg wtasciwosci elektrokatalityczne w stosunku
do utleniania tiocholiny. Zastosowanie czastek polikrzemianowych umozliwia
kontrole potencjatu utleniania tiocholiny przez zmiane liczby osadzanych warstw.
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Pozwala takze na uzyskanie niskiej granicy wykrywalnosci (1,7 pM), i detekcje
tiocholiny w szerokim zakresie liniowym krzywej kalibracyjnej (1,7-1300 pM).
Zbadano takze wptyw pH elektrolitu na zachodzacy proces.

4.8. Elektrode TMA-CNP(6) zmodyfikowano acetylocholinoestrazg (izolowanga z EE)
przez adsorpcje z roztworu lub unieruchomienie w matrycy polikrzemianowej
réznego typu: TMOS, OTEOS, TMA-TMOS, TPS-TMOS. Tak przygotowane elektrody
postuzyty do  inhibitorowej detekcji  pestycydéow  fosforoorganicznych.
Zoptymalizowano czas inkubacji elektrody w roztworze pestycydu, zbadano wptyw
aktywnos$ci enzymu i stezenia substratu na rejestrowany sygnat. Na TMA-CNP(6)-
TMA-TMOS-AChE oznaczono stezenia dwoch z nich: paraoksonu (LOD = 50 nM) oraz
TEPP-u (LOD = 50 nM). Sfunkcjonalizowana matryca polikrzemianowa
modyfikowana dodatnio natadowanymi grupami funkcyjnymi, TMA-TMOS,
zapewnita dogodne warunki do pracy enzymu i elektrody. Ponadto za pomoca SECM
zbadano rozktad aktywno$ci enzymu zaimmoilizowanego na powierzchni elektrody.

4.9. Opracowano nowy inhibitorowy bioczujnik pestycydéw, w ktérym rozdzielono
element generujacy tiocholine (unieruchomiony enzym) od elementu utleniajacego
tiocholine (powierzchnia elektroaktywna, TMA-CNP(6)). Czujnik stanowily dwa
réwnolegle osadzone paski na powierzchni ITO. Do immobilizacji dwdch rodzajow
AChE (izolowanego z EE lub genetycznie modyfikowanego B394) uzyto matrycy
modyfikowanej ujemnymi grypami funkcyjnymi: TPS-TMOS. Zarejestrowano krzywe
kalibracyjne dla dwo6ch wybranych pestycydéw: paraoksonu (EE, LOD = 25 nM) i
malaoksonu (B394, LOD = 0,25 nM, warto$¢ nizsza od wymaganej przez UE). Za
pomoca SECM zobrazowano rozktad aktywnos$ci enzymu w catej szerokosci paska.
Okazato sie, ze enzym akumuluje sie gléwnie na jego brzegach. Taka struktura
inhibitorowego czujnika pestycydéw jest przydatna, gdy elektrody sa niestabilne
mechanicznie po immobilizacji na nich enzymu.

Poza metodg warstwa-po-warstwie do modyfikacji elektrod nanostrukturami, zastosowano
takze inne metody, a przygotowane podioza znalazty zastosowanie jako czujniki tiocholiny
oraz niektdre z nich jako czujniki pestycydéw fosforoorganicznych.

5.
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Metoda osadzania elektroforetycznego nanoczastek wegla na powierzchni ITO. W
ten sposOb przygotowano stabilne elektrody wykazujace bardzo dobre wtasciwosci
katalityczne w stosunku to utleniana tiocholiny (LOD = 10,7 pM). Jest to innowacyjna i
przysztosciowa metoda pozwalajgca utworzy¢ w krotkim czasie i w powtarzalny sposob,
materiaty elektrodowe zbudowane wylacznie 2z nanoczastek wegla. Metode
zoptymalizowano stosujgc rézne stezenia zawiesiny czastek w acetonitrylu, przyktadane
napiecie i czas osadzania. Powierzchnie elektrod scharakteryzowano za pomoca SEM i
AFM.

Unieruchomienie nanoczastek lub nanorurek weglowych w matrycy
polikrzemianowej na powierzchni ITO. W tym celu zastosowano trzy rodzaje matryc
opartych o rézne prekursory polikrzemianowe: TMOS, OTEOS oraz mieszanine TMOS i
TMA. Wszystkie przygotowane podtoza wykazywaty duza stabilno$¢ i elektrokatalize w
stosunku do utleniania tiocholiny przy niskim potencjale. Metoda ta moze by¢ pomocna
do modyfikacji réznych powierzchni. Wykazano, ze inne materialy weglowe, jak
nanorurki, moga by¢ rownie dobrymi katalizatorami utleniania tiocholiny co nanoczastki.
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7. Unieruchomienie nanoczastek wegla lub nanorurek weglowych przez odparowanie
rozpuszczalnika z kropli zawiesiny na weglowej elektrodzie sitodrukowanej.
Elektrody sitodrukowane zastugujg na szczeg6lng uwage ze wzgledu na mozliwos$¢ ich
komercjalizacji. Ta prosta metoda modyfikacji pozwolita otrzymac stabilne mechanicznie
podtoza i znaczaco poprawi¢ wtasciwosci katalityczne elektrody.

7.1. Elektrody przygotowane ta metoda zastosowano do oznaczania tiocholiny. Zmiana
objetosci kropli zawiesiny nanostruktur, uzytej do modyfikacji elektrod
sitodrukowanych, powodowata zmiane witasciwosci katalitycznych elektrody. Na
elektrodzie modyfikowanej nanoczastkami wegla granica wykrywalno$ci tiocholiny
wyniosta 20 pM, zakres liniowy krzywej kalibracyjnej obserwowano w szerokim
zakresie stezen. Wplyw nanoczastek na usprawnienie procesu katalizy dowiedziono
takze metoda wirujacej elektrody dyskowej. Powierzchnie elektrod
scharakteryzowano za pomocg SEM.

7.2. Na elektrodzie pokrytej nanoczastkami wegla unieruchomiono
acetylocholinoesteraze (B394) w matrycy polikrzemianowej TMA-TMOS. Postuzyta
ona do oznaczania pestycydéw fosforoorganicznych w butelkowanej wodzie pitnej.
W ten sposo6b przygotowano czujnik chlorfenwinfosu (LOD = 1,5 nM), malaoksonu
(LOD = 0,25 nM, warto$¢ nizsza od wymaganej przez UE) i paraoksonu (LOD = 1,5
nM).

8. Modyfikacja elektrod sitodrukowanych przez dodatek nanoczastek wegla do
komercyjnej pasty weglowej, SPEL-CCNP. Jest to szczeg6lnie wazna elektroda ze
wzgledu na mozliwo$¢ potencjalnej komercjalizacji. W tym przypadku nanoczastki wegla
dodano do pasty weglowej stuzacej do wydruku elektrod, otrzymujac stabilne
mechanicznie podtoza.

8.1. Elektrody te znalazly zastosowanie do oznaczania tiocholiny, ktérej granica
wykrywalno$ci wyniosta 50 pM. W poréwnaniu do elektrod opisanych w pkt. 7.1,
obserwowano wiekszy prad tla, ktéra miat wptyw na czutos¢ elektrody.
Powierzchnie elektrod scharakteryzowano za pomocg SEM.

8.2. Na elektrodzie =zaimmobilizowano acetylocholinoesteraze (B394) przez
putapkowanie w matrycy polikrzemianowej lub w usieciowanym alkoholu
poliwinylowym. Tak przygotowana elektroda postuzyta do detekcji pestycydow
fosforoorganicznych w butelkowanej wodzie pitnej: chlofenwinfosu (1 nM, matryca
polikrzemianowa; 0,15 nM, alkohol poliwinylowy, warto$¢ nizsza od wymaganej
przez UE). Alkohol poliwinylowy jest lepszym Srodowiskiem dla inhibicji enzymu
przez chlorfenvinfos.

Podsumowujac, w niniejszej pracy przedstawiono szereg materiatéw elektrodowych
wykazujacych bardzo dobre wiasciwosci elektrokatalityczne i wszechstronne zastosowanie.
Utworzono je prostymi i tanimi metodami utatwiajacymi komercjalizacje i pozwalajacymi na
modyfikacje powierzchni o r6znych ksztattach.

Sposréd czujnikéw tiocholiny, najnizsza granice wykrywalnosci uzyskano na elektrodzie
OTEOS-CNP i TMA-CNP(6) (poréwnanie w Tab. 12.6, str. 153) . Przygotowanie r6znych
elektrod czulych na tiocholine dato mozliwo$¢ wyboru najlepszej do skonstruowania
bioczujnika pestycydow fosforoorganicznych. Wyboru dokonano pod katem metodologii
pozniejszych pomiaréw, dla ktérych szczegélnie odpowiednie okazaty sie elektrody
sitodrukowane.
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Wsréd opracowanych bioczujnikéw pestycydéw fosforoorganicznych (poréwnanie w
Tab. 12.9, str. 172) najnizsza granice wykrywalno$ci odnotowano dla chlorfenwinfosu na
elektrodzie sitodrukowanej (SPEL-CCNP) modyfikowanej enzymem unieruchomionym w
alkoholu poliwinylowym. Natomiast zastosowanie matrycy polikrzemianowej do
immobilizacji enzymu sprawdzito sie w oznaczaniu innego pestycydy - malaoksonu.

Sposréd przedstawionych elektrod za najbardziej rozwojowa mozna uznac elektrode
polikrzemianowo-weglowa utworzong metoda warstwa-po-warstwie, ze wzgledu na ciekawe
wilasciwosci elektrochemiczne, wszechstronnos¢ zastosowania i tatwa, cho¢ niepopularng
metodologie wytwarzania.

W przysztosci zaré6wno przedstawione metody przygotowania, jak i zaprezentowane
materiaty elektrodowe, moga zosta¢ uzyte do zupeinie nowych celéw, a opisane wyniki prac
eksperymentalnych przyczyni¢ sie do dalszego rozwoju ogniw i czujnikéw.
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Dorobek naukowy

Zaprezentowane wyniki prac eksperymentalnych staty sie tematem:
1. Publikacji naukowych:

1. Celebanska A., Le$niewski A., Niedziétka-Jonsson J., Kominiak M., Nogala W., Wittstock G.,
Opalto M., Carbon nanoparticulate film electrode prepared by electrophoretic deposition.
Electrochemical oxidation of thiocholine and topography imaging with SECM equipment in dry
conditions, Electrochimica Acta, 2014, 144: 136-140.

2. Celebanska A., Lesniewski A., Paszewski M., Jonsson-Niedziétka M., Niedziétka-Jonsson J.,
Opatto M. Gold three dimensional film electrode prepared from oppositely charged
nanoparticles. Electrochemistry Communications, 2011, 12: 1170-1173.

3. Celebanska A., Le$niewski A, Tomaszewska D., Opatto M., Film electrode prepared from
oppositely charged silicate submicroparticles and carbon nanoparticles for selective dopamine
sensing. Biosensors and Bioelectronics, 2011, 26: 4417-4422.

Czujnik dopaminy byt tematem programu popularno-naukowego Era Wynalazkéw (sezon 2,
odcinek 4) emitowanego na antenie TVP info.
Link do programu: https://www.youtube.com/watch?v=yNuiCmLdpao

II. Patentu

1. PL-216936 B1, Celebanska A. Opatto M., Le$niewski A., Tomaszewska D,
Wielowarstwowa elektroda weglowa do oznaczania dopaminy i jej zastosowanie, Polska,
03.06.2014.

I11. Zgloszen patentowych

1. P-406915, Celebanska A. LesSniewski A. Niedzidétka-Jonsson ]., Opalto M. Sposob
przygotowania elektrody weglowej, elektroda otrzymana tym sposobem oraz jej zastosowanie
do oznaczania tiocholiny, Polska, 2014

2. P-405269, Celebanska A., Opatto M., Krysiak O., Rozniecka E., Matryca polikrzemianowa,
jej przygotowanie i zastosowanie, Polska, 2013.

3. P-393311, Celebanska A., Opatto M., Lesniewski A., Tomaszewska D., Multilayers electrode
and its application, Polska, Niemcy, 2011.

Pozostaty dorobek naukowy:
1. Publikacje

1. Celebanska A., Filipiak M.S., Le$niewski A., Jubete E., Opatto M., Nanocarbon electrode
prepared from oppositely charged nanoparticles and nanotubes for low-potential thiocholine
oxidation. Electrochimica acta, 2015, 176: 249-254.

2. Rozniecka E., Jonsson-Niedziétka M., Celebanska A., Niedziétka-Jonsson ]., Opatto M,
Selective electrochemical detection of dopamine in a microfluidic channel on carbon
nanoparticulate electrodes. Analyst, 2014, 139: 1896-2903.
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