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Wvykaz skrotow

2DPN - dwuwymiarowa nukleacja progresywna

3DIN - trojwymiarowa nukleacja natychmiastowa

A - absorbancja

AA - kwas antranilowy

ABS - kopolimer akrylonitrylu, butadienu i styrenu

ADP - adenozynodwufosforan

AFM - mikroskopia sit atomowych

Ask - kwas askorbinowy

ATP - adenozynotrojfosforan

BDDE - elektroda diamentowa domieszkowana borem

Biosensor A - elektroda zbudowana z (PEDOT+PAA)/PSSL1/GOD
Biosensor B - elektroda zbudowana z PEDOT/(PEDOT+AA)/PSSH/GOD
CAT - kataliza

CMUC - krytyczne stezenie micelarne

CV - woltamperometria cykliczna

DEAE - Sephadex - aminoacylaza unieruchomiona na no$niku
DPV - woltamperometria pulsowa r6znicowa

E - potencjat

EDOT - (3.,4-etylenodioksytiofen)

EIS - spektroskopia impedancyjna

FAD/FADH; - dinukleotyd flawinoadeninowy, forma utleniona/zredukowana
GOD - oksydaza glukozowa

I - natgzenie pradu

IUPAC - Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej 1 Stosowane;j
LOD - poziom wykrywalnosci

LOQ - poziom oznaczalno$ci

NAD/NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, forma utleniona/zredukowana
NEK - nasycona elektroda kalomelowa

NGM - proces zarodkowania i mechanizm wzrostu

PAA - kwas poliakrylowy

PANI - polianilina



PBS - roztwor buforu fosforanowego

PEDOT - poli(3,4-etylenodioksytiofen)

POD - peroksydaza

PS - kulki polistyrenowe

PSSH - kwas poli(4-styrenosulfonowy)
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Wstep

1. Wstep

Mineto ponad 50 lat od czasu kiedy Clark i Lyons w 1962 roku zaprezentowali koncepcje
enzymatycznej elektrody do pomiaru st¢zenia glukozy. Ich urzadzenie zbudowane bylo
z oksydazy glukozowej enkapsulowanej ponad elektroda tlenowa i oddzielonej membrang
pOtprzepuszczalng. Oznaczenie st¢zenia glukozy odbywalo si¢ poprzez monitorowanie
ubytku tlenu zuzytego w reakcji katalizowanej GOD. Natomiast pierwsze urzadzenie
komercyjne oparte na tym uktadzie pojawilo si¢ na rynku w roku 1975.

W okresie niewiele dluzszym niz p6t wieku nastapit gwaltowny rozwoj tej galezi chemii
analitycznej. W czasopismach pojawito si¢ grubo ponad 80 000 prac zwigzanych
z réznorodnymi biosensorami, z czego okoto 10% dotyczylo biosensora glukozy. Biorac
pod uwage wszystkie te prace, 92% z nich skupilo si¢ na Dbiosensorach
amperometrycznych, a tylko 2,5% na potencjometrycznych.

Zainteresowanie biosensorami glukozy idzie w parze z niepokojagcymi danymi
przedstawianymi przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) wedlug danych ktorej
ponad 346 miliony §wiatowej populacji cierpi na problemy zwigzane z cukrzyca. Szacuje
sig, ze wroku 2004 prawie 3,5 miliona os6b zmarlo w wyniku choréb zwigzanych
z wysokim poziomem glukozy we krwi, natomiast w roku 2030 liczba ta ulegnie
podwojeniu czynigc cukrzyce siddma przyczyng zgondw na swiecie.

Majac na uwadze wspomniane fakty, postanowitam dotaczy¢ do grona oso6b zajmujacych
si¢ problematyka biosensora glukozy. Celem moich badan bylo otrzymanie biosensora
elektrochemicznego opartego na poli(3,4 — etylenodioksytiofenie) dajacego odpowiedz na
zmieniajace si¢ stezenie glukozy. Przygotowany obiekt powinien spetia¢ kilka zatozen
takich jak: dlugi czas aktywnos$ci biosensora, praca zarowno jako sensora I jak
1 I generacji, trwale unieruchomienie na powierzchni elektrody modyfikowanej, szybkos§¢
1 prostota wytworzenia, a takze niski koszt pojedynczej immobilizacji, nieskomplikowana
aparatura. Wyniki moich badan przedstawitam w niniejszej pracy. Cato$¢ poprzedza krotki

wstep teoretyczny, przyblizajacy omawiane zagadnienia.
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Czes$¢ teoretyczna

I1. Czes$¢ teoretyczna

1. Polimery przewodzace

Polimery to zwiazki wielkoczasteczkowe, posiadajace w swej budowie uklady wigzan
sprzgzonych. Poczatkowo sadzono, ze cala grupa zwiazkow chemicznych okre§lanych
mianem polimerdéw, to materialy wykazujace wylacznie wysoka rezystancje elektryczng.
Zwrot w tej materii nastapil
w latach 70. XX wieku, kiedy to
trzej naukowcy Alan J. Heeger,
Alan G. MacDiarmid oraz Hideki
Shirakawa  (rys. 1)  wykazali,
ze niektore z polimeréw wykazujg
nietypowe,  wysokie  wartosci
przewodnictwa  zarezerwowane

do tej pory tylko dla metali.

To =zapoczatkowato gwaltowny

Rys.1. MacDiarmid, Shirakawa i Heeger po odebraniu
Nagrody Nobla w 2000 roku.

wzrost zainteresowania tzw.

polimerami przewodzacymi na
catym $wiecie. Rozpoczeto prace majgce na celu nie tylko wskazanie nowych polimerow
przewodzacych, lecz rowniez poprawe¢ wilasciwosci juz opisanych zwigzkoéw oraz ich
szersze praktyczne zastosowanie. Ukoronowaniem tych wysitkow bylo przyznanie

Nagrody Nobla w roku 2000 trzem prekursorom badan nad polimerami przewodzacymi

[1].

Sposréd wielu istotnych wiasciwosci polimeréw przewodzacych nalezy wymieni¢ miedzy
innymi: szeroki zakres przewodnictwa -elektrycznego, prosta 1 stosunkowo tanig
polimeryzacje czy otrzymanie materialbw o stabilnych parametrach [2]. Na uwage
zashiguje rowniez ich szeroki wachlarz zastosowan, wsrdd ktérych znajduja sie:
elektroanaliza i elektrokataliza produkcja baterii i akumulatoréw, inhibitory korozji metali,
produkcja sensoréw i biosensoréw, materiaty ekranujace, powloki elektroprzewodzace,

diody LED 1 OLED, membrany i wiele innych[3].
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1.1. Rodzaje polimerow

Jednym z kryterium podzialu polimeréw przewodzacych jest rodzaj przewodnictwa,
w zwigzku z powyzszym mozemy tu wyrdzni¢ 3 grupy: polimery przewodzace jonowo,
polimery przewodzace elektronowo, polimery o przewodnictwie mieszanym.

W polimerach przewodzacych jonowo [4] przeptyw pradu to skutek ruchu jonow
w matrycy polimerowej, dlatego tez czesto s3 one nazywane elektrolitami statymi. Moga
posiada¢ zaréwno grupy jonowymienne, jak na przyktad grupa sulfonowa w Nafionie®,
lub grupy elektronodonorowe, np. atomy tlenu posiadajagce wolne pary elektronowe
w glikolu polietylenowym.

Polimery przewodzace elektronowo [5] przewodza prad tak jak metale, czyli w wyniku
ruchu elektronéw 1 dziur, dlatego tez nazywa si¢ je ,,syntetycznymi metalami”. Ich cecha
charakterystyczng jest uktad sprz¢zonych wigzan podwojnych w tancuchu. Do grupy tych
polimeréw nalezy miedzy innymi polianilina, poliacetylen, politiofen, polifuran oraz
PEDOT.

Polimery mieszane [6] posiadaja zwigzane kowalencyjnie lub elektrostatycznie
z gtbwnym tancuchem grupy o charakterze donorowo — akceptorowym. Grupy te
pojawiajg si¢ w wyniku domieszkowania. Przewodnictwo zapewnia przeskok elektronéw
pomiedzy tymi grupami, czyli tzw. hopping. Przykfadem mieszanego polimeru

jest poli(N — vinylokarbazol).

1.2. Rodzaje przewodnictw, nos$niki ladunku i mechanizm przewodnictwa

Kazdy z omawianych mechanizméw przewodnictwa, tj. przewodnictwo jonowe,
elektronowe i hopping, wykorzystuje ruch no$nikow tadunkéw, omowionych w dalszej
czgs$ci pracy..

W przypadku przewodnictwa jonowego [7] tancuch polimeru nie posiada witasciwosci
przewodzacych, lecz zyskuje je dzigki elektrolitowi w nim rozpuszczonemu. Polimer
wtym przypadku peli funkcj¢ matrycy, niezbedna jest ponadto obecno$¢ grup
jonowymiennych lub elektrono-donorowych. Za przewodnictwo odpowiada najczesciej
kation poruszajacy si¢ pomiedzy grupami elektrono donorowymi. Aby polimer pozostat
elektroobojetny ruchowi kationu odpowiada réwnoczesny ruch anionu w przeciwnym
kierunku.

Mechanizm przewodnictwa elektronowego [8] jest identyczny z tym wystepujacym
w metalach. Polimery tego typu przewodza prad na skutek transportu elektronéw i dziur.

8
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Przewodnictwo elektronowe jest charakterystyczna dla polimeréw posiadajacych
sprz¢zony uklad wigzan. Zagadnienie przewodnictwa elektronowego wigze si¢
nierozerwalnie ze zjawiskiem domieszkowania. Domieszkowanie to proces zwigkszenia
liczby no$nikow tadunku w polimerze, co w konsekwencji prowadzi do zwigkszenia jego
przewodnictwa. Warunkiem koniecznym do tego, aby polimer byt przewodzacy, jest jego
czesciowe utlenienie, co prowadzi do pojawienia si¢ w tancuchu dodatkowych tadunkéw,
ktére z kolei musza zosta¢ skompensowane, aby sumaryczny tadunek warstwy byt
obojetny. Dodatek aniondw do warstwy jest nazywany domieszkowaniem. Jesli polimer
zostanie catkowicie zredukowany, a aniony domieszkujace usunigte z warstwy, polimer
straci zdolno$¢ przewodzenia. Popularne domieszki stanowg same elektrolity
wykorzystywane do polimeryzacji takie jak: kwas chlorowy (VII), kwas siarkowy (VI).
Ruch nos$nikow tadunku w polimerach przewodzacych elektronowo podlega okreslonym
regutom. W przypadku tego typu polimero6w mamy do czynienia z trzema strukturami
warunkujagcymi  ruch  tadunku w  warstwie polimeru, s3 to: polaron,
bipolaron i soliton [9, 10].

Pierwszy z nosnikéw ladunku to pelaron [11]. Uklad ten tworzy si¢ w czasie utleniania,
wtedy to z ukladu m w gldéwnym tancuchu zostaje usunigty elektron, w wyniku czego

otrzymujemy wolny rodnik i tadunek dodatni. Polaronem moze by¢ kationorodnik (rys. 2).

oo O0=0osO-0
+ A A7

Rys.2. Przyktadowe polarony.

Powstaje nowy stan elektronowy, w ktérym pojedyncze niesparowane elektrony zajmuja
nizsze stany energetyczne. W tym przypadku przewodnictwo jest realizowane przez
przemieszczanie si¢ calego zespotu polaronu (tadunek i niesparowany elektron) wzdhz
fancucha polimeru.

Jezeli warunki beda sprzyjajace, to w wyniku rekombinacji dwoch polarondéw
lub utlenienia jednego polaronu otrzymamy bipolaron [12]. Jednym z czynnikoéw
warunkujagcym powstanie bipolarondéw jest uzywany elektrolit. Czgs$¢ elektrolitow
np. kwas chlorowy (VII), sprzyja tworzeniu polaronow, podczas gdy kwas siarkowy (VI)

bedzie faworyzowal powstawanie bipolaronow (rys. 3).
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A
+ JRN—
A AL OO0

+ A

Rys.3. Przyktadowe bipolarony.

Trzecim, specyficznym rodzajem nos$nika *ladunku jest wystepujacy wytacznie

w poliacetylenie soliton (rys. 4) [13].

W

+ A

Rys.4. Soliton w poliacetylenie.

Polarony 1 bipolarony odpowiadaja za przenoszenie tadunkéw wzdhiz tancucha oraz
pomiedzy tancuchami. Polarony powstajace w tancuchu przemieszczajg —sie,
a w sprzyjajacych warunkach dwa spotykajace si¢ polarony moga utworzy¢ bipolaron,
ktory nastgpnie przemieszcza si¢ wzdhuz fancucha. Powstaly bipolaron moze rowniez ulec

rekombinacji dajac z powrotem dwa polarony (rys. 5).
a)
—éN N- N NE
|<:>|<>|<>|<>)
H H H H n
b)
—éN—(: >—N—< >—N—< >—N—< H—
| | | |
H H H H n

I
"L DO OO

Rys. 5. Rekombinacja polaronéw na przykladzie polianiliny.

a) struktura polaronu, b) zbliZenie si¢ polaronow, c) struktura bipolaronu.

W powstawaniu polaronow i1 bipolarondw istotng rolg odgrywa elektrolit. Elektrolity
jednowarto$ciowe (np. HCIO4) faworyzuja powstanie polaronow, podczas gdy
w Srodowisku jonoéw dwuwartosciowych (np. HSO4) powstaja glownie bipolarony.

Hopping [14] to mechanizm opierajacy si¢ na przeskoku elektronow miedzy sasiednimi
grupami redox, w wyniku czego jedna z nich si¢ utlenia, a druga redukuje. Hopping
wystepuje w wielu materiatach, m. in. domieszkowanych polimerach przewodzacych. Jest

on zwigzany z obecno$cia grup donorowo — akceptorowych, polaczonych kowalencyjnie

10
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badz elektrostatycznie z gltownym tancuchem polimeru. Przyktadem takiego ugrupowania
moze by¢ ferrocen. Z powodu obecnosci tych grup wolne elektrony w tancuchu

praktycznie nie wystepuja.

1.3. Metody otrzymywania

Sposrod wielu odmian metod otrzymywania polimeréw przewodzacych mozemy wyr6znic¢
trzy podstawowe techniki tj.: synteze chemiczng, elektrochemiczng i otrzymywanie
w plazmie.

Synteza chemiczna polega na utlenieniu monomeru przy uzyciu utleniaczy, do ktorych
zalicza si¢ migdzy innymi sole zelaza (FeCl;, Fe(OTs);), dichromian (VII) potasu.
W zaleznos$ci od uzytych odczynnikow 1 srodowiska reakcji otrzymany polimer bedzie si¢
charakteryzowat r6znymi wtasciwosciami. Pierwsza synteze chemiczng przeprowadzono z
roztworu acetonitrylu uzywajac mieszaniny roznych soli zelaza [15]. W wyniku tej
polimeryzacji otrzymano niebieski proszek, ktory byt nierozpuszczalny we wszystkich
rozpuszczalnikach 1 wykazywal typowa przewodnos$¢ elektryczng w granicach
5 — 10 S/cm. Metoda ta jest historycznie najstarsza. Kontrola takiej syntezy jest trudna
1 mato precyzyjna, ponadto trudno otrzymuje si¢ polimer catkowicie utleniony. Dodatkowo
postaja produkty uboczne, a sam polimer jest zanieczyszczony utleniaczem [16].

Znacznie efektywniejszy jest proces elektropolimeryzacji [17]. Synteza elektrochemiczna
umozliwia kontrolg poszczegdlnych etapéw catego procesu polimeryzacji. Odbywac si¢ to
moze poprzez regulowanie takich parametrow jak stezenie 1 sktad roztworu do
polimeryzacji, nat¢zenie 1 potencjat przy ktorych prowadzi si¢ proces, ilos¢ cykli czy
szybko$¢ skanowania. Powstajacy produkt jest wysokiej czystosci, natomiast ilo$¢
produktéw ubocznych jest $ladowa. Elektrochemiczne otrzymywanie polimeréw
przewodzacych mozemy podzieli¢ na trzy typy: przy stalym natezeniu pradu
(galwanostatyczny), przy stalym potencjale (potencjostatyczny) i potencjodynamiczny np.
woltamperometria.

Polimeryzacja w plazmie [18] to metoda, podczas ktorej nie uzywamy ani utleniacza ani
rozpuszczalnika. W metodzie tej pierwszym etapem jest nastrzyknigcie monomeru badz
rozproszonych kropel monomeru bezposrednio w strumien plazmy indukowany poprzez
stalopradowy reaktor jarzeniowy. W kolejnym etapie nalezy dokona¢ rekonfiguracji

reaktora tak, aby dochodzilo w nim do osadzania si¢ czasteczek polimeru przy tagodnych

11
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warunkach. W ten spos6b mozna osadza¢ polimer na dowolnie wybranym podtozu. Wada

tej metody jest konieczno$¢ posiadania odpowiedniej aparatury do pracy w plazmie.

1.4. Formowanie i wzrost warstwy

Tworzenie na powierzchni elektrody warstwy polimeru przewodzacego to proces ztozony
i wieloetapowy. Wedlug podobnych mechanizméw przebiega: katodowe wydzielanie
metali, otrzymywanie na drodze elektrolizy tlenkoéw metali i siarczkdw oraz polimeréw
przewodzacych elektronowo.

Etapy elektrokrystalizacji to: dyfuzja jondw z glebi roztworu do powierzchni elektrody,
przejscie elektronu, czesciowe lub catkowite rozpuszczenie otoczki solwatacyjne;,
w wyniku czego tworza si¢ atomy dodatkowe tzw. ad-atomy, laczenie si¢ ad - atomow
1 tworzenie zarodkéw, wbudowania ad-atomoéw w sie¢ przestrzenng, wzrost osadu (rys. 6).
Ogolnie mowi si¢ o procesach zarodkowania 1 mechanizmach wzrostu warstwy (nucleation
and growth mechanism NGM) [19].

Kilka ad-atoméw tworzy zarodek krystaliczny. Jesli przekroczy on rozmiar krytyczny,
dochodzi do jego nukleacji, czyli dalszego wzrostu. Gdy jednak rozmiar krytyczny nie

zostanie przekroczony nastepuje rozpad zarodka na poszczegolne ad-atomy.

jon

l Dyfuzja z gtebi roztworu

Przeniesienie elektronu Dyfuzja powierzchniowa Wzrost
—_

Ad-atom klaster

Rys. 6. Schemat elektrokrystalizacji.

W zalezno$ci od warunkow procesu krystalizacji, wzrost krystalitow moze si¢
odbywa¢ na trzy sposoby: jednowymiarowy 1-D (otrzymujemy ni¢ prostopadig
do powierzchni elektrody), dwuwymiarowy 2-D (rownolegle do powierzchni)
oraz trojwymiarowy 3-D (wlasciwe tworzenie nowej warstwy).

Sama nukleacje roéwniez mozemy podzieli¢ na: natychmiastowa 1 progresywna.

Natychmiastowa ma miejsce, kiedy powstaje duza ilo§¢ malych zarodkow. Podczas

12
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nukleacji progresywnej powstaje mato duzych zarodkéw, ktore podzniej naktadajg si¢ na
siebie.

Kolejne zagadnienie pojawia si¢ wraz z momentem osiggni¢cia centrOw wzrostu,
przedstawianych w formie stozka. Na ich wzrost, zachodzacy zaréwno prostopadle jak
irownolegle do powierzchni, wptywa oddziatywanie pomigdzy osadem a materiatem
podioza. Struktura przestrzenna powstajacego polimeru zalezy od rodzaju anionow
obecnych podczas polimeryzacji. W przypadku gdy elektrolitem podstawowym jest HC1O4
struktura otrzymywanej polianilina jest zwarta, podczas gdy obecnos$¢ H,SO4 faworyzuje
strukture gabczasty.

Dwuwymiarowy mechanizm wzrostu zalezny od stgzenia monomeru zostat
zaproponowany przez Bade [19] 1 sklada si¢ z takich etapow jak elektroutlenianie
monomeru, oligomeryzacja, dyfuzja monomeru przy wysokiej gestosci warstwy
oligomeru, przesycenie oligomeru 1 tworzenie ostatecznych klastrow oraz tworzenie
warstwy zwigzku.

Wyodrebnit on dwa stadia polimeryzacji charakteryzujace si¢ r6zng morfologia warstwy
polimeru. W stadium pierwszym na powierzchni elektrody tworzy si¢ zwiezla warstwa
polimeru o grubosci ok. 200 nm. Tempo bocznego wzrostu jest wigksze niz wzrostu
normalnego, co przemawia na korzy$¢ wzrostu 2-D. Powstajacy polimer silnie wigze si¢
z powierzchnig podtoza. Na koniec nastepuje luzne wigzanie otwartych struktur i ciaggle

rozgalezianie (rys. 7)
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Rys. 7. Schemat procesu wzrostu wg Bade [19].

Z kolei Cordova [20] wskazuje, ze zarodkowanie 1 mechanizm wzrostu warstwy zalezy od:
rodzaju anioné6w w elektrolicie, mieszania oraz rozpuszczalnosci powstajacych
oligomeréw. Zalozyt on ze NGM jest poprzedzone tworzeniem warstwy oligomerow
wysokiej gestosci blisko granicy elektroda/elektrolit. Stwierdzono, ze wysokie st¢zenie
monomeréw lub anionéw gwarantuja powstanie dobrze rozpuszczalnych oligomerow
i zarodkowanie z trojwymiarowym wzrostem kontrolowanym przez dyfuzje. Niskie
stezenie monomeru lub jondw daje warstwy o mniejszej grubosci w wyniku zarodkowania
natychmiastowego z trojwymiarowym procesem wzrostu lub  postepujacym
dwuwymiarowym wzrostem. W zalezno$ci od uzytego elektrolitu zaproponowano dwa
NGM dla PANI:

. dwuwymiarowa nukleacja progresywna (2DPN) podczas kontroli przeniesienia

fadunku — dla HCIOy;
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. trojwymiarowa nukleacja natychmiastowa (3DIN) podczas kontroli tadunku — dla

H,S0s.

*
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Rys. 8. Schemat procesu wzrostu wg Coérdova. [20]

W czasie t<ls przewaza mechanizm 3DIN wzrostu centréw. Dla 1s<t<5s wzrostowi 3DIN
zaczyna towarzyszy¢ wzrost 2DPN zwigzany z powstawaniem warstwy polimeru
pomiedzy centrami. W momencie tm,x mamy uformowang pierwsza warstwe polimeru.
Po przekroczeniu ty,x dalej mamy dwa modele NGM, jednak zmieniaja si¢ tempa wzrostu.
Proces 3DIN jest wolny, natomiast nastepuje wzrost wedlug 2DPN drugiej warstwy

polimeru na uprzednio utworzonej (rys. 8.). [20]

1.5. Kompozyty, kopolimery i polimery autodomieszkowane.

Pani, polipirol, PEDOT s3 niezwykle popularnymi i dobrze poznanymi polimerami
przewodzacym jednak wraz z rozwojem elektrochemii rosty rowniez oczekiwania stawiane
nowym materialom, stad tez proby uzyskania nowych zwigzkéw lub modyfikacji juz
istniejagcych. Mozemy wyrdézni¢ trzy podstawowe grupy polimeréw przewodzacych:
kompozyty, kopolimery i polimery autodomieszkowane.

Kompozyt [21] to material, zloZzony z co najmniej dwoch faz, oddzielonych wyraznymi
granicami mi¢dzyfazowymi. Syntez¢ kompozytow prowadzi si¢ dwu- lub jednoetapowo.
Jednym z przykladow dwuetapowej syntezy kompozytow na elektrodzie moze by¢
warstwa polipirol — jonomer. W pierwszym etapie elektroda jest mechanicznie pokrywana
jonomerem, ktérym mogg by¢: sulfonowane weglowodory, sulfonowany polistyren czy
polimery akrylowe. W drugim etapie, na elektrodzie pokrytej jonomerem, prowadzi si¢
polimeryzacj¢ np. polipirolu. W syntezie jednoetapowej jonomerami moga by¢: lateks,
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polichlorek winylu, poliuretan. W takim przypadku wykonuje si¢ jednoetapowa
bezposrednia syntezg elektrochemiczng np. polipirolu, w obecnosci jonomeru, petnigcego
role elektrolitu.

Kopolimery to polimery zbudowane z r6znych rodzajéw merow. Przyktady kopolimerow
to migdzy innymi SAN (kopolimer styrenu i  akrylonitrylu), ABS (kopolimer
akrylonitrylu, butadienu i styrenu) czy tez kopolimer aniliny i o — toluidyny. Wtasciwosci
fizykochemiczne kopolimeréw zaleza od ilosciowego udzialu poszczegdlnych
monomerdéw w kopolimerze, ale rowniez od sposobu ich rozmieszczenia w tancuchu. Jesli
monomery dwoch zwigzkdw  umieszczone w jednym  rozpuszczalniku  beda
polimeryzowaé, wtedy przeprowadzamy zwykla polimeryzacj¢. Jesli monomery ulegaja
polimeryzacji  tylko oddzielnie wtedy nalezy przeprowadzi¢ dwustopniowa
elektropolimeryzacje [22].

Polimery autodomieszkowane posiadaja w swojej strukturze ujemnie naladowane grupy
funkcyjne. Najwieksze oczekiwania wigze si¢ z mozliwoscig ich uzycia w ogniwach, ktoére
mozna ladowaé, innym waznym zastosowaniem moga okaza¢ si¢ sensory i biosensory.
Przyktadem moze tu by¢ polianilina z grupami sulfonowymi przylaczonymi do pier§cienia
(SPAN) otrzymana w wyniku sulfonowania emeraldiny w formie zasady dymigcym
kwasem siarkowym przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie produkt reakeji
stragcono metanolem 1 acetonem. W polimerze tym osiggni¢to 50% stopief sulfonowania.
Jego przewodnictwo w stosunku do polianiliny zmalato o 0,1 S/cm, ale zakres pH podni6st
si¢ do 7. Dla 75% sulfonowania przewodnictwo wzrosto o 1 S/cm w stosunku do 50%
SPAN, a zakres pH zwickszyl si¢ do 14 [23]. W polimerach autodomieszkowanych
niemozliwe jest catkowite zredukowanie polimeru i wymycie anionéw domieszkujgcych

z warstwy. Skutkiem tego polimer nie moze utraci¢ zdolnosci przewodzenia.
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2. Poli(3.4-etylenodioksytiofen)

2.1. Wstep
Poli(3,4-etylenodioksytiofen) zwany w skrocie PEDOT to pochodna tiofenu bedaca

jednym z najtrwalszych polimeréw przewodzacych (rys. 9). Zostal on opracowany
w laboratoriach badawczych firmy Bayer w Niemczech w roku 1988 przez Jonasa,
Heywanga 1 Werner Schmidtberga [24]. Pierwszy zgloszony patent dotyczyl syntezy
chemicznej jednak jeszcze w tym samym roku opatentowano rowniez technike

elektropolimeryzacji PEDOT-u [25].

Rys. 9. Struktura PEDOTU.

PEDOT nalezy do rodziny polimeréw przewodzacych elektronowo o wilasciwosciach
elektrochromowych, tzn. zmieniajacych barwe pod wpltywem przylozonego potencjatu.
W postaci utlenionej PEDOT jest jasno niebieski, prawie przejrzysty, w formie
zredukowanej jest ciemnoniebieski i praktycznie nieprzejrzysty [26]. Ponadto PEDOT jest
nierozpuszczalny w  wodzie, lecz rozpuszcza si¢ w  rozpuszczalnikach
organicznych [27].

Niewatpliwie jedng z najwigkszych zalet PEDOT-u jest jego wysokie przewodnictwo
dochodzace nawet do wartosci 1200 S/cm [28]. Jest to jedno z najwyzszych odnotowanych
przewodnictw, natomiast polimer o przewodnictwie rzedu 500 S/cm mozna otrzymac¢ bez
wigkszych problemow.

Inng wazng zaleta PEDOT-u, majaca tez wplyw na wysokie przewodnictwo, jest regularna
struktura, wynikajaca z obecnosci sprzezen w pozycjach 2 i1 5, charakteryzujaca si¢ mata
iloscig defektow [29].

Kolejng zaleta PEDOT-u w poréwnaniu z innymi polimerami przewodzacymi

(np. polianilina, polipirol) jest doskonata stabilno$¢ i odporno$¢ na dziatanie warunkow
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atmosferycznych, ale co wazniejsze odporno$¢ na dziatanie wysokich temperatur rzedu

nawet 280°C przy réwnoczesnym braku spadku przewodnictwa [30].

2.2, Mechanizm elektropolimeryzaciji

Z punktu widzenia prowadzonych przeze mnie badan najistotniejsza i najefektywniejsza
z metod otrzymywania polimeru jest elektrochemiczna polimeryzacja PEDOT-u. Proces
ten umozliwia kontrole otrzymywanego polimeru poprzez wiele parametrow omoéwionych
w rozdziale 1.4.

Mozna wyr6zni¢ tu kilka charakterystycznych etapow.

Etap I: na powierzchni elektrody dochodzi do utlenienia monomeru EDOT-u 1 powstania

kationorodnika (rys. 10). Jest to etap najwolniejszy, limitujgcy predkos¢ catego procesu.

/N / N\ / N\ / N\

e |© o o o 0 o) o o)

BN Z/ \ﬁ ‘ ’.?\_/j ’?\_j\\ > \ﬁ
s '§+ §+ §+ S a

Rys.10. Utlenianie monomeru EDOT-u.

W 1II etapie w wyniku zblizenia si¢ do siebie dwdch kationorodnikow dochodzi do

powstania dimeru (rys. 11).

O ©
/

Rys. 11. Powstanie dimeru EDOT-u.
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Etap III to elektroutlenianie powstalego dimeru (oligomeru) na powierzchni elektrody.
W wyniku powtarzania tej reakcji i faczenia kationorodnikéw dochodzi do propagacji

fancucha polimeru (rys. 12).

Rys.12. Lancuch PEDOTU.

Jesli zostang zapewnione odpowiednie warunki do domieszkowania, czyli w srodowisku
reakcji bedzie si¢ znajdowat elektrolit zdolny do domieszkowania polimeru, to ostatecznie
powstanie lancuch polimeru czeSciowo utleniony z wbudowanymi w jego strukture
anionami domieszkujagcymi. Ma to na celu zapewnienie kompensacji tadunkéw
w powstajacym polimerze. Rys. 13 przedstawia strukture czgsciowo domieszkowanego

PEDOT-u z uwzglednieniem anionéw domieszkujacych. [31]

Rys. 13. Domieszkowanie tancucha PEDOTU.
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Na cyklicznej krzywej woltamperometrycznej elektrody modyfikowanej PEDOT-em

0,003 -

I/A

-0,002 —

-0,007
-

-0,5 0 0,5
E/NV

Rys. 14. Cykliczna krzywa woltamperometryczna
PEDOTU w 0,1 mol-L"" KCI. Polimer otrzymany
potencjostatycznie na elektrodzie Pt z roztworu
0,01 mol'L" EDOT w 0,1 mol-L" PSSLi w czasie
t =360 s przy potencjale E=1 V.

2.4. Zastosowanie PEDOT-u

(rys. 14) mozna zaobserwowaé dwa
charakterystyczne piki. Na krzywej
anodowej, w okolicach 0 mV, znajduje
si¢ pik pochodzacy od utleniania PEDOT-
u, natomiast na katodowej krzywej, przy
okoto -500 mV, wyrdzni¢ mozemy pik
zZwigzany z redukcja polimeru
przewodzacego. Wraz ze wzrostem
grubosci warstwy polimeru piki te stajg

si¢ coraz bardziej wyraziste [31].

Wiasciwoscei, jakimi charakteryzuje si¢ PEDOT, tj. wysokie przewodnictwo oraz

stabilno$¢ w stanie domieszkowanym, spowodowaly ze znalazl on szerokie zastosowanie

w wielu dziedzinach np.:

jako material do produkcji powlok antystatycznych oraz elektrostatycznych [32];

jako material w optoelektronice [33];

w budowie sensorow [34];

w kolorowych organicznych wyswietlaczach OLED [35];

do budowy elektronicznych obwodéw w samochodach i satelitach [36];

w urzadzeniach elektroluminescencyjnych [37];

jako warstwa przewodzaca w tranzystorach warstwowych [38];

w ochronie przed korozja metali i stopow [39];

jako material polimerowy w odwracalnych ogniwach galwanicznych [40];

20



Czes$¢ teoretyczna

3. Sensory chemiczne i biosensory

Wedlug definicji IUPAC sensorem chemicznym okre$lamy urzadzenie przeksztalcajace
informacj¢ chemiczna taka jak np. stezenie danej substancji, sklad chemiczny itp.
w uzyteczny analitycznie sygnat [41]. W sensorach chemicznych mozemy wyrdzni¢ dwie
czesdci, cze$¢ receptorowa i czes¢ przetwornikowa. W czedci receptorowej informacja
chemiczna jest przeksztalcana do postaci ktora nastepnie w czesci przetwornikowej jest
zamieniana w uzyteczng warto$¢ analityczng. Czg¢$¢ receptorowa moze pracowac
w oparciu o pomiary fizyczne, takie jak temperatura czy masa, w czasie ktorych nie
zachodzi zadna reakcja chemiczna. Zrodlem sygnatu moze byé takze reakcja chemiczna
lub caly proces biochemiczny.

Natomiast biosensor to urzadzenie wykorzystujace specyficzna reakcje chemiczna,
w identyfikacji ktorej posredniczy izolowany enzym, immunoukiad, tkanki czy inne
organelle. Detekcja odbywa si¢ zwykle na drodze sygnatow elektrycznych, termicznych
badz optycznych. Schemat dziatania sensora 1 biosensora zostat przedstawiony

narys. 15. [42]

A) B)
Sygnat Sygnat
analityczny analityczny
Czesc Czesc
przetwornikowa przetwornikowa
Zmiana informacji chemicznej na
forme energii
Czesc Czesc
* %k <k kK
:] receptorowa receptorowa
* ¥ o % ¥ *% ok &
****prébka analityczna**** xx« Cz€$C biologiczna |y ux

gk kkokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk , .
****probka analityczna****

sk sk sk sk ok ok sk sk sk sk ok ok sk sk sk sk ok ok sk sk sk sk ok ok ok

Rys. 15. Schemat budowy sensora chemicznego (A) i biosensora (B).
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3.1. Podzial sensorow

Sensory 1 biosensory ze wzgledu na metode detekcji dzielimy na sensory:
elektrochemiczne, optyczne, masowe, magnetyczne, termiczne, na bazie elementu

biologicznego [43].

e Sensory elektrochemiczne

Sensory elektrochemiczne naleza do najstarszej, szerokiej grupy sensoréw, ktore znalazty
duze zastosowanie praktyczne. Najstarsze z nich pochodzg z lat 50. XIX wieku. Stosujac
metod¢  pomiarowg jako  kryterum podzialu mozemy  wyrdzni¢  sensory
potencjometryczne, amperometryczne, woltamperometryczne oraz
pojemnosciowe/przewodnosciowe. Sensory elektrochemiczne najczesciej majg forme
elektrody lub pelnego dwu- lub trojelektrodowego ogniwa. W czasie pracy sensora
elektrochemicznego proces elektrochemiczny powoduje zmiany chemiczne w ogniwie,

ktore moga by¢ detektowane odpowiednig metoda [44, 45].

e Sensory optyczne

Sensory optyczne stanowig dobrze rozwini¢tg i poznang galaz nauki. Sensor tego typu
najczesciej sktada si¢ ze zrédla Swiatla generujacego promien $wietlny o odpowiedniej
charakterystyce (np. fotodioda), spektrofotometru lub fotodetektora (np. fototranzystor).
Do ich budowy uzywa si¢ glownie $wiattowodow. W czasie pomiaru wigzka $wiatta
zostaje skierowana poza spektrofotometr do optrody, gdzie oddziatuje z badang préobka.
W kolejnych etapach promieniowanie wraca do uktadu detekcyjnego. Rozwoj technologii
swiattowodow pozwolit na miniaturyzacje urzadzen pomiarowych. Najczesciej

wykorzystywane metody pomiarowe to metody absorpcyjne 1 fluorometryczne. [43]

e Sensory masowe

Sensory masowe wykorzystuja jako sygnal pomiarowy zmian¢ masy sensora, co jest
wynikiem reakcji z analizowang probka. Moze to by¢ np. rozpuszczanie metalu,
powstawanie polimeru czy wydzielanie si¢ trudno rozpuszczalnej soli. Glownym
elementem, na ktorym opiera si¢ budowa sensora jest krysztal piezoelektryczny
charakteryzujacy si¢ zmiang czgstotliwosci drgan w zaleznosci od jego masy. Podstawowa

zaleta sensord0w masowych sa ich niewielkie rozmiary, jednak wsrdd istotnych wad
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wskaza¢ nalezy niskag selektywnos¢ 1 wrazliwo$¢ na obecno$¢  substancji

przeszkadzajacych. [46]

e Sensory magnetyczne

Sensory magnetyczne maja za zadanie wykry¢ pole magnetyczne wraz z jego skfadowymi.
Czujniki pola magnetycznego przetwarzaja sygnal proporcjonalny do indukcji lub
natezenia pola magnetycznego w powietrzu na sygnat elektryczny (napigcie, zmiane oporu,
czestotliwos€). Czujniki te wbrew swojej nazwie w niewielkim stopniu sg wykorzystywane
do bezposredniego pomiaru pola magnetycznego. Najczescie] wykorzystuje si¢ je do

bezstykowych pomiardéw przesunigé, predkosci obrotowe;j, kata 1 pradu. [47]

e Sensory termiczne

Sensory termiczne wykorzystuja ciepto powstajace w okreslonej reakcji chemicznej w celu
uzyskania okreslonej informacji analitycznej. Sensory termiczne nie stuzg jedynie do
bezposredniego pomiaru temperatury, wykorzystuje si¢ je roéwniez do tego, aby poprzez
pomiar efektow termicznych pozna¢ inne fizykochemiczne wartosci. Poniewaz zmiany
termiczne sg stosunkowo tatwe do zmierzenia stad tez mnogos¢ systemow i rozwigzan jesli
chodzi o sensory tego typu. Najprostszy podziat rozroéznia sensory kontaktowe
1 bezkontaktowe. Najpopularniejsze sensory termiczne to termostaty, termistory,
termopary, rezystancyjne czujniki temperatury. Wadag jest bardzo matla selektywnos¢,

wynikajaca z tego ze cieplo reakcji jest niespecyficzne. [48]

e Sensory na bazie elementu biologicznego

Wedlug tego podziatu wyr6zni¢ mozemy np. biosensory enzymatyczne, mikrobiologiczne
oraz na bazie przeciwcial.

Biosensory enzymatyczne cechuje przede wszystkim wysoka selektywnos$¢ 1 aktywno$¢
wzgledem wybranych substratow, dlatego tez sa najczesciej stosowane jako materiaty
biologicznie aktywne. Powaznym ograniczeniem w ich stosowaniu pozostaje dobor
odpowiedniego pH, optymalnej temperatury pracy czy sity jonowej oznaczanego roztworu
[49]. Sensory mikrobiologiczne wykorzystuja mikroorganizmy jako element biologiczny.
Podstawg ich dziatania jest metabolizm wybranego mikroorganizmu. W poréwnaniu do
pozostalych biosensoréw sg one tansze i bardziej uniwersalne [50]. Biosensory powstate na

bazie przeciwcial jak wskazuje nazwa jako element wykrywajacy wykorzystuja
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przeciwciala unieruchomione na powierzchni. Jako zrédlo sygnatu wykorzystywana jest tu
reakcja antygen — przeciwcialo, ktéora powoduje niewielkie zmiany w konformacji.

Problemem jest tutaj wykrycie owej zachodzacej zmiany [51].

3.2. Zastosowanie sensorow i biosensorow

Sensory i biosensory to intensywnie badane obiekty, ktore znalazty caty szereg zastosowan
we wspolczesnym §wiecie. Wynika to z rdznorodno$ci sensorow, stosowanych metod
pomiarowych, olbrzymich mozliwo$ci miniaturyzacji, mozliwo$ci stosowania zar6wno
w pomiarach jednokrotnych, pomiarach cigglych oraz analizie przeptywowej. Caty czas
tworzone sg 1 badane coraz to nowe sensory pozwalajace na analize¢ nowych zwigzkow lub
dokfadniejsze badz szybsze analizy znanych juz substancji. Jedng z waznych cech
sensordéw jest mozliwos¢ cigglego monitorowania poziomu oznaczanego analitu. Nie dziwi
wiec fakt, ze §wiatowy rynek sensorow i biosensoréw w roku 2012 wyniost 8,5 miliarda

dolarow, a w roku 2018 wedlug prognoz osiggnie 16,8 miliarda dolarow.

e Zastosowanie sensorow i biosensorow w analityce klinicznej

Istnieje duze =zapotrzebowanie, aby szereg oznaczen medycznych przeprowadzaé
W miejscu obecnosci pacjenta, otrzymujac szybko dokladne wyniki lub by sam pacjent
mogt monitorowac swoj stan zdrowia w domu. Doskonale w tym zakresie sprawdzajg si¢
roznego rodzaju sensory i biosensory. Biosensory w pierwszej kolejnosci, bo juz w roku
1962, znalazty zastosowanie przy monitorowaniu poziomu glukozy w ludzkim organizmie.
Wyr6zni¢ tu mozemy szereg typow biosensorow dzielagcych si¢ migdzy innymi na
inwazyjne, nieinwazyjne, dokonujace pomiaru zaréwno we krwi jak i w tkankach, ponadto
czg$¢ z nich moze zosta¢ wszczepiona na stale do organizmu. Wszystko to za sprawg
postepujacej miniaturyzacji urzadzen oraz obnizenia kosztow ich produkcji. Wraz
zZrozwojem biosensorOw, pojawia si¢ rowniez mozliwos¢ aby wurzadzenia te
wspOtpracowaly z uktadami dostarczania insuliny do organizmu
i regulowaty ich dzialanie [52].

Poczatek analityki klinicznej wiaze si¢ z konstrukcja 1 uzyciem trojkanalowego analizatora
krwi stuzacego do oznaczania pH, poziomu CO, oraz O,.

Inny przyktad wart przytoczenia to oznaczanie tlenku azotu w organizmie. NO
to czasteczka endogenna, ktora zostala zidentyfikowana jako wazny czynnik w wielu
procesach fizjologicznych, jak patogen chorobotwérczy oraz w farmakologii.
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Potwierdzono jego sprawcza role w przypadku wielu zapalen, przekazywaniu impulsow
nerwowych, odpowiedzi immunologicznej, postgpowaniu chordb serca, w chorobie
Alzheimera 1 wielu innych mniej lub lepiej udokumentowanych przypadkach.
W zrozumieniu wszystkich tych zagadnien, znaczenia NO w $ciezkach metabolicznych
i patogennych kluczowa rolg jest okreslenie jego dokladnego stezenia w danym czasie.
Sposrod wielu zaprzgganych w tym celu technik, najlepsze 1 najbardziej rzetelne wyniki
w czasie rzeczywistym daje uzycie amperometrycznego sensora [53].

Sposréd elektrod jonoselektywnych na szczegdlne wyrdznienie 1 uwage zashuguje
elektroda szklana do oznaczania pH oraz jonéw Na'. Kolejnym przykladem jest uzycie
elektrod jonoselektywnych w celu szybkiego oznaczenia stezen takich jonoéw jak K*, CI',
Ca®", Na" we krwi. Ma to niebagatelne znaczenie wziawszy pod uwage jak delikatna jest

rownowaga elektrolitow w organizmie i to jak wieloma procesami fizjologicznymi one

hematokryt

Pco, pH  Po, K* Na' glukoza

krew —»

Rys. 16. Schemat wieloelektrodowego analizatora

kieruja. Podstawg wspodlczesnej analityki klinicznej sg wieloelektrodowe analizatory krwi
(rys. 16). Maja one za zadanie dokona¢ pomiaru w krotkim czasie i1 szybko przedstawic
wynik. Najprostszym sposobem na osiggni¢cie tego jest bezposredni pomiar aktywnosci

jonow w probce w warunkach cigglego przeptywu. [54]

Nastgpnym polem zainteresowan jest uzycie biosensoréw do oznaczania makromolekut
(np. cholesterolu), fragmentdéw DNA czy wszelkiego typu biomarkerow (np. biomarkery
raka). Biosensory tego typu zyskuja coraz wigcej zastosowan praktycznych ze wzgledu na
szybkos¢, korzysci dla pacjenta, mniejsze koszty i mniejsze wymagania technologiczne

w poréwnaniu do obecnie stosowanych analiz [55].
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e Kontrola procesow przemyslowych

W przemysle stosuje si¢ biosensory migdzy innymi do monitorowania w czasie
rzeczywistym zrodel wegla, rozpuszczonych gazéw (CO,, O,) w procesach
fermentacyjnych oraz takich parametréw jak temperatura czy pH. Prowadzi to do
optymalizacji procedury, dajac zwigkszong wydajno$¢ przy jednoczesnym obnizeniu
kosztéw produkcji. Sensory i1 biosensory w przemysle wspieraja zautomatyzowanie linie
produkcji. Szczegodlnie cenna jest mozliwo$¢ zastosowania sensoroOw w systemach
alarmowych do monitorowania stezenia gazdéw. Przyktadem sa konduktometryczne
sensory polprzewodnikowe typu tlenkowego do detekcji wycieku gazu ziemnego, par
substancji organicznych, H,S, merkaptanéw, CO, czy H, w bardzo niskich stezeniach

rzedu kilku ppm. [56].

e Przemysl spozywcezy

Sensory 1 biosensory pozwalaja zabezpieczy¢ produkty spozywcze zarOwno na etapie
obrobki jak 1 gotowe do sprzedazy wytwory. Jednym z takich przyktadow jest
wykorzystanie biosensorow w celu wykrycia bakterii, a w$rdd nich Sallmonelli, Listeria
monocytogenes, Campylobacter, Escherichia coli. Spozycie ktorejkolwiek z powyzszych
objawia si¢ gorgczka, zawrotami glowy, wymiotami, rozstrojem zotadkowym, co
w konsekwencji moze doprowadzi¢ do odwodnienia czy osfabienia uktadu
immunologicznego. Wspomniane biosensory w celu oznaczenia danej bakterii
wykorzystujg uklad przeciwcial na swojej powierzchni. Jes§li chodzi o produkty
spozywcze zagrozenie stanowig nie tylko bakterie, ale réwniez wszelkiego rodzaju
zanieczyszczenia begdace pozostaloscia po procesie obrobki lub tez pozostatosci
pestycydow 1 herbicydow uzywanych w uprawie 1 hodowli. Jeszcze inne zastosowanie
sensorOw 1 biosensorow to detekcja metali cigzkich pojawiajacych si¢ w produktach
spozywczych. W tym celu wykorzystuje si¢ obecne na powierzchni sensora

mikroorganizmy oraz enzymy [57].

e Monitoring Srodowiska

Stosunkowo nowym, ale intensywnie rozwijajacy si¢ zastosowaniem jest wykorzystywanie
biosensoréw w monitorowaniu zanieczyszczen S$rodowiska. Mozemy w ten sposob
kontrolowa¢ obecno$¢ metali cigzkich w otoczeniu, stanowigcych powazne wyzwanie
w zwiazku z tym, iz nie podlegaja one biodegradacji. Kolejne zrédlo zanieczyszczen to
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zwigzki azotu. Stosuje si¢ je w duzej ilosci jako konserwanty zywnos$ci oraz w celu
nawozenia gleby. Ponadto biosensory i sensory wykorzystywane sa do oznaczania takich
zwigzkow toksycznych jak polichlorowane bifenyle, zwigzki fenolowe czy zwiagzki

organofosforowe w tym pestycydy, herbicydy, fungicydy i dioksyny [58].

3.3. Metody immobilizacji enzymow w biosensorach.

Podstawowym problemem wystepujacym w konstruowanych biosensorach jest sposob

unieruchomienia czynnika biologicznego w warstwie receptorowej. W przypadku

Rys. 17. Schemat przedstawiajacy metody immobilizacji enzymow. A) adsorpcja, B) wigzanie kowalencyjne, C)
sieciowanie, D) putapkowanie, E) enkapsulacja.

sensorow enzymatycznych dotyczy to sposobu unieruchomienia enzymu na powierzchni
sensora. Jest to bardzo wazne zagadnienie poniewaz od niego zalezy nie tylko stabilno$¢
sygnatu sensora, ale rowniez jego trwalo$¢. Podzial tych technik przedstawiony ponizej
obejmuje metody fizyczne i chemiczne. Wsréd pierwszej grupy mozemy wyrdznié
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adsorpcje, putapkowanie oraz enkapsulacje natomiast drugi typ immobilizacji

wykorzystuje wigzanie kowalencyjne i sieciowanie (rys. 17).

e Adsorpcja

Adsorpcja umozliwia unieruchomienie enzymu na powierzchni nosnika za pomoca stabych
oddzialywan  fizykochemicznych, tj.  oddzialywan  jonowych,  wodorowych
oraz van der Waalsa. Jest to najprostsza forma immobilizacji, niewatpliwie atrakcyjna ze
wzgledu na mate wymagania technologiczne oraz niski koszt, ponadto pozwala zachowac
nienaruszong strukture enzymu. Jednakze jej bardzo powazng wadg pozostaje stabe
oddzialywanie pomigdzy enzymem a nos$nikiem, co pocigga za sobg problem wymywania
enzymu. Przykladem takiej immobilizacji wykorzystywanym na skalg przemystowa jest
aminoacylaza unieruchomiona na nosniku DEAE — Sephadex stuzaca do produkcji

aminokwasow [59].

e Sieciowanie
Sieciowanie czyli tzw. cross-linking polega na wytworzeniu pomiedzy enzymami lub
enzymami a no$nikiem miedzyczasteczkowych oddzialywan. Technika ta jest niestety
czesto nieskuteczna, a osiggana aktywno$¢ enzymu jest na niskim poziomie. Stosuje si¢ ja
jako technike wspomagajacg przy metodzie adsorpcyjnej jako dodatkowe zabezpieczenie
przed wymywaniem enzymu. Przykltadem moze tu by¢ trypsyna zaadsorbowana na
krzemionce, a nastepnie utrwalona poprzez mi¢dzyczasteczkowe usieciowanie przy uzyciu

aldehydu glutarowego [60].

e Pulapkowanie

Pulapkowanie to inaczej inkluzja enzymu wewnatrz struktur naturalnych badz
syntetycznych. Najczegsciej wykonuje si¢ je poprzez polimeryzacj¢ nosnika w obecnosci
enzymu przez co dochodzi do zamknigcia enzymu w porach zelu. Niewatpliwg zaletg jest
niski koszt putapkowania oraz mozliwo$¢ uzycia enzymu o niskim stopniu czystosci.
Niestety nie mozna uzy¢ tej metody do wielu enzymdéw, poniewaz pojawia si¢ problem
dyfundowania substratow oraz produktéw do i ze struktury polimeru oraz degradacja

polimeréw przez enzymy hydrolityczne [61].
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e Enkapsulacja

Enkapsulacja to zamkniecie enzymu w sferycznej kapsule z pétprzepuszczalnej membrany
(np. membrany na bazie azotanu celulozy czy nylonu). Technika ta jest tania i prosta,
prowadzona w tagodnych warunkach, jednak w duzej mierze zalezy od stabilno$ci
wybranego enzymu. Pozwala zachowa¢ aktywno$¢ enzymu przez dhugi czas. Enkapsulacje
z powodzeniem stosuje si¢ w przemysle kosmetycznym, ponadto trwaja badania nad

skutecznos$cig jej stosowania w procesach dojrzewania piwa i sera [62].

e Wiazanie kowalencyjne

Bezposrednie polaczenie enzymu z nosnikiem poprzez wytworzenie wigzania
kowalencyjnego to najbardziej skuteczna z metod immobilizacji. Technika ta jest
skomplikowana, czasochtonna i1 kosztowna, ale rOwnoczesnie jest ona szeroko stosowana
ze wzgledu na stabilnos$¢ otrzymanego ukiadu oraz niewielki stopien wymywania enzymu.
Jednakze proba immobilizacji enzymu poprzez wigzanie kowalencyjne moze prowadzi¢ do
zmian strukturalnych oraz konformacyjnych centrum aktywnego 1 spadku jego aktywnos$ci
lub nawet dezaktywacji. Utworzenie wigzania kowalencyjnego wymaga obecno$ci na
powierzchni nos$nika odpowiednich grup funkcyjnych (np. hydroksylowych czy
karboksylowych) oraz wolnych grup aminowych, karboksylowych lub sulthydrylowych
w enzymach. Wigzania kowalencyjne pomi¢dzy no$nikiem i immobilizowanym enzymem
zazwyczaj nie powstaja spontanicznie. Wymagaja one zastosowania dwufunkcyjnych
zwigzkow sieciujagcych wchodzacych w sktad wigzania lub zwigzkow aktywujacych grupy
funkcyjne 1 umozliwiajacych ich powstawanie, ale niewchodzacych w sktad wigzania:
aldehydu glutarowego, bromocyjanu, diamin, kwasow dikarboksylowych, bezwodnikow

kwasowych, karbodiimidu, epichlorohydryny, czy chlorku tosylu [63].
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4. Oksydaza glukozowa

4.1. Oksydaza glukozowa — modelowy enzym

Odkrycie oksydazy glukozowej przypisuje si¢ Miillerowi [64], ktory otrzymal ten enzym
w 1928 roku z Aspergillus Niger i Penicillium glacum. Ponadto zauwazyt on, iz enzym ten
katalizuje utlenianie glukozy do kwasu glukonowego w obecnosci rozpuszczonego
w roztworze tlenu. W tym samym roku rowniez Bernhauer [65] stwierdzil, ze konwersja
glukozy do kwasu glukonowego dokonuje si¢ za sprawg enzymu, ktoéry nazwat
glukoksydaza. W pdzniejszy czasie Nord 1 Engel [66] odkryli podobny enzym w Fusarium
lini. Nastepnie Franke [67] wydzielit
oksydazg z grzybow z gatunku
Aspergillus Niger 1 okreslit, Zze jego
aktywno$¢ jest SciSle zwigzana
z centrum flawinowym. Byla to
pierwsza przestanka przemawiajgca
za tym, ze oksydaza glukozowa
nalezy do grupy flawoprotein.
Z kolei Keilin i Hartree [68] uwazani

sa za pionierow jesli chodzi

o analityczne zastosowanie oksydazy

Rys. 18. Czasteczka oksydazy glukozowej z dwoma .
podjednostkami (kolor jasno- i ciemnoniebieski) oraz centrum w manometrycznyCh pomlaraCh
flawinoadeninowym (FAD) (kolor rozowy). [71]

tlenu, w celu oznaczenia glukozy

w probkach biologicznych. Dopiero Kusai [69] oczyscil, wykrystalizowal 1 cze$ciowo
scharakteryzowat oksydaze glukozowa, za§ Pazur [70] dowiddl, ze oprocz bycia

flawoproteing jest ona rowniez glikoproteing.

4.2. Budowa i wlasciwosci oksydazy glukozowej

Oksydaza glukozowa (GOD) jest homodimerem skladajacym si¢ z dwdch identycznych
podjednostek oraz dwoéch  niekowalencyjnie zwigzanych  dinukleotydow
flawinoadeninowych (FAD). Koenzym FAD peini role¢ nosnika elektrondw podczas
katalizy ponadto stabilizuje catg strukturg. Czasteczka GOD ma wydtuzony, globularny
ksztalt o $rednicy ok. 8 nm (rys. 18). Masa oksydazy glukozowej waha si¢ w granicach 130
- 175 kDa. Poszczegélne oksydazy glukozowe moga si¢ od siebie nieco rdzni¢
w zaleznos$ci od zrodla z ktérego zostaly  otrzymane. GOD mozna wyizolowac
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z czerwonych alg, owocow cytrusowych, insektow, bakterii oraz plesni. Najpowszechnie;j
otrzymuje si¢ j3 jednak z grzybow z rodziny Aspergillus Niger.
Pomimo tego, ze peptydowa czgs¢ GOD byta wielokrotnie badana, pierwszorzgdowa

struktura jednostki zostala poznana dopiero stosunkowo niedawno, tj. w roku 1989 [72].

4.2.1. Mechanizm dzialania

CH,OH CH,OH
H O\(I)H H O\
H G + GOD-FAD —= OH H C—O + GOD-FADH,
H OH H  OH
B -D-glukoza D-glukono-s -lakton
CH,OH
H,O H OH
H COOH
0 OH H
H OH
D-glukono-g -lakton Kwas glukonowy

GOD-FADH, + 0, —> GOD-FAD + H,0,

katalaza

2H,0, —> 2H,0+O0,

Rys. 19. Mechanizm dziatania oksydazy glukozowe;.

Oksydaza glukozowa to flawoproteina katalizujgca utlenianie p-D-glukozy do
D-glukono-d-laktonu i nadtlenku wodoru przy uzyciu tlenu czasteczkowego jako akceptora
elektronow (rys. 19). W procesie tym mozemy wyr6zni¢ dwa etapy: redukujacy
1 utleniajacy. W etapie redukujacym to wiasnie GOD katalizuje utlenianie -D-glukozy do
D-glukono-6-laktonu, ktory nastgpnie w nieenzymatycznej reakcji hydrolizuje do kwasu
glukonowego. W wyniku tej reakcji dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD) w GOD zostaje
zredukowany do FADH,. W etapie utleniajacym, zredukowana forma oksydazy
glukozowej jest utleniana przy udziale obecnego w roztworze tlenu do postaci poprzedniej,
czyli zredukowany FADH,; zostaje utleniony do FAD. Drugim produktem tej reakcji jest
H,0,. Nadtlenek wodoru w reakcji z katalazg (CAT) rozpada si¢ dajac tlen 1 wodg [73].
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5. Glukoza

5.1. Wstep
Glukoza jest cukrem prostym, monosacharydem z grupy aldoheksoz. Po raz pierwszy
zostala wyizolowana przez niemieckiego farmaceut¢ Andreasa Marggrafa w 1747 roku
zrodzynek, stad czesto nazywana jest cukrem gronowym. W roku 1811 Konstanty
Kirchoff przy uzyciu wyizolowanej glukozy otrzymat syrop cukrowy. Nazwe glukoza
wprowadzil dopiero w 1838 roku Jean Baptiste Andre Dumas od greckiego glycos,
co oznacza stodki. Na przetomie wieku XIX 1 XX Emil Fischer przedstawil strukture

glukozy i podal, ze wystepuje ona w dwdch formach (rys. 20). [74]

A) H\?éo B) H\?éo

H—C—OH HO—C—H
HO—C—H H—C—OH

H—C—OH HO—C—H

H—C—OH HO—C—H
CH,OH CH,OH

Rys. 20. D — glukoza (A) oraz L — glukoza (B) w projekcji Fischera [74].

5.2. Budowa i wlasciwos$ci

Glukoza w stanie stalym ma posta¢ bialego proszku o drobnych krysztatkach, dobrze
rozpuszczalnego w wodzie. Wzor sumaryczny glukozy to C¢H1,06. W formie tancuchowe;j
wyrdzniamy atomy wegla od C1 do C6, przy czym C1 zwigzany jest z grupg aldehydowa.
Pozostale wegle posiadaja po jednej grupie hydroksylowej, za$ cato§¢ uzupetniajg atomy
wodoru. Dlatego tez, w przypadku glukozy mozemy si¢ spotka¢ z okresleniami takimi jak
heksoza, aldoza czy aldoheksoza. Obecnos$¢ grupy aldehydowej czyni z glukozy cukier
redukujacy. Ponadto atomy od C2 do C5 stanowia stereocentra. Naturalna glukoza
wystepuje w przyrodzie w konfiguracji D. Znajduje si¢ ona w stanie wolnym w owocach,
miodzie, sokach roslinnych, tkankach roslin zielonych, krwi, ptynie mézgowordzeniowym
a takze w moczu. W stanie zwigzanym wystepuje natomiast w licznych oligosacharydach
oraz w celulozie, skrobi, glikogenie, laminaranie, izolichenie i w hemicelulozach.
Glukoza w roztworze tylko w niewielkim procencie wystgpuje w formie liniowej,
w zdecydowanej wiekszosci przypadkéw (ponad 99% glukozy) nie zawiera ona wolnej
grupy aldehydowej tylko wystepuje w postaci cyklicznej, polacetalowej, powodem tego
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jest reakcja wewnatrzczasteczkowa pomigdzy grupa aldehydowa a grupa hydroksylowa
przy piatym atomie wegla (rys. 21). Glukoza w formie cyklicznej jest nazywana

glukopiranoza.
A H\ //O
) P GH,OH
H—C—OH H O H
I N\
HO—C—H | —=—> H ¢
H—C—OH on?H B &y
H_(|:_O H OH
CH,OH

Rys. 21. Cyklizacja czasteczki glukozy. Przejscie z projekcji Fischera (A) do projekcji Hawortha (B). [75]

W  konsekwencji w wyniku cyklizacji glukozy pierwszy wegiel (Cl) staje si¢
asymetryczny w zwigzku z czym powstaja dwie stereoizometryczne odmiany

a-D-glukopiranoza i f-D-glukopiranoza (rys. 22).

CH,OH GH,OH

H O H
- N | Nl

i oo C

OH H

OH OH oneH H |L
H OH H  OH

o.-D-glukopiranoza B -D-glukopiranoza
Hl H

OH N on 0 on
CH,0H | CH,OH &
H 0O

H OH H H ) IL
OH H OH H

a-L-glukopiranoza B -L-glukopiranoza

Rys. 22. Cztery formy glukopiranozy w projekcji Hawortha. [81]

Inng ciekawg wlasciwoscia glukozy, jest wustalanie w roztworach wodnych
termodynamicznej rOwnowagi pomiedzy anomerem o i . Wystgpuja one w stosunku 36%

do 64%. Zjawisko to nazywane jest mutarotacja (rys. 23). Anomer o charakteryzuje si¢
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skrecalnoscia wiasciwa 112° natomiast anomer B 19°. Natomiast wodny roztwor glukozy

po ustaleniu si¢ rOwnowagi w roztworze wykazuje skrecalnosé 52,7°. [75]

CH,OH CH,OH CH,OH
H 0 H OH H 0. OH
\I 0 NI
H C P E—_ H g P — H (l',‘
H H
oneH H c|>|-| OROH ||4 OReH !
H  OH H  OH H OH
a-D-glukopiranoza B -D-glukopiranoza

Rys. 23. Proces mutarotacji glukozy w roztworze wodnym.

5.3. Otrzymywanie

W S$wiecie roslin i1 niektorych organizméw prokariotycznych glukoza jest produktem
procesu fotosyntezy, ktéry jest jedng z najwazniejszych przemian biochemicznych na
Ziemi. W fotosyntezie mozemy wyrozni¢ dwa etapy, tzw. faz¢ jasng oraz faze ciemna.
W pierwszym etapie energia zaabsorbowanego $wiatla jest zmieniana na energi¢ wigzan
chemicznych czego efektem ubocznym jest tlen. W fazie ciemnej wspomniang wczesniej

energi¢ wykorzystuje si¢ do otrzymania glukozy (rys. 24).

6CO, +6H,0+hv —C.H,,0, +0, T

Rys. 24. Uproszczony zapis procesu fotosyntezy.

Grzyby otrzymuja glukoze w procesie glikogenolizy z glikogenu. Natomiast w przypadku
zwierzat oraz ludzi glukoza jest syntezowana w watrobie oraz nerkach z nieweglowych
produktéw posrednich takich jak pirogronian, mleczan 1 glicerol w procesie
glukoneogenezy. Mechanizm ten odpowiada za regulacj¢ poziomu glukozy we krwi. Inny
z mechanizméw pozwalajacy na taka regulacj¢ to rozktad glikogenu czyli glikogenoliza.

Na skale przemystowa glukoze otrzymuje si¢ poprzez enzymatyczng hydrolize skrobi,
ktéra w zaleznosci od regionu $wiata pozyskuje si¢ z kukurydzy, ryzu, pszenicy, tapioki,

plew kukurydzianych czy palm. [76]
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5.4. Rola glukozy w organizmie

Glukoza, cho¢ jest cukrem prostym, w ludzkim organizmie peli niezwykle wazna
i skomplikowang role bedac przede wszystkim zrodlem energii, ale rowniez bierze udziat
w tworzeniu tluszczow i bialek, ponadto ma swéj udzial w procesie starzenia. Zrodlem
glukozy w organizmie s3 wszelkiego rodzaju weglowodany, ktére po spozyciu pod
wplywem enzymow zostaja roztozone do cukrow prostych, w tym glukozy. Ta z kolei jest
wchlaniana do krwioobiegu dopiero poprzez $cianki jelita cienkiego. Podstawowa funkcja
glukozy jest wytwarzanie w organizmie energii w wyniku rozkfadu na dwutlenek wegla,
wode 1 wilasnie energi¢. Dwutlenek wegla jest wydalany w procesie oddychania, za$
energia jest zuzywana przez komorki w wielu procesach zyciowych. Kluczowg role petni
hormon — insulina, dzigki ktorej glukoza moze wnika¢ do wnetrza komorki. Wyjatek
stanowig tu komorki 1 widkna nerwowe, komorki siatkowki, nerek, nadnerczy, naczyn
krwionos$nych oraz krwinki czerwone. To wiasnie ich zaopatrzenie staje si¢ dla organizmu
priorytetem w momencie zaburzenia w produkcji insuliny.

Po kazdym positku organizm zyskuje zapas glukozy wykorzystywany w czasie
2 — 3 godzin oraz odnawia zapasy glikogenu w watrobie 1 mig$niach. Niestety sam mdzg
nie ma mozliwo$ci magazynowania glukozy w zadnej formie i jest zalezny od jej ciggtych
dostaw.

Wazne jest to, co dzieje si¢ w przypadku gdy zapasy glukozy w organizmie si¢ wyczerpig.
Po pierwsze organizm wstrzymuje produkcj¢ insuliny, natomiast trzustka rozpoczyna
produkcje hormonu jakim jest glukagon, co jest sygnatem dla organizmu, aby uwolnié¢
zapasy glukozy w postaci glikogenu. Jezeli stan ten bedzie si¢ przedtuzal organizm siegnie
po inne zrodla glukozy. Pod wptywem wydzielonej adrenaliny roztozone zostajg thuszcze,
dajac w ten sposob kwasy tluszczowe i glicerol, ktore nastgpnie watroba przeksztalci
odpowiednio w zwigzki ketonowe 1 glukoze. W kolejnym etapie podobne reakcje jak
watroba przejmg nerki. W ostateczno$ci organizm pozbawiony Zrddet energii zacznie
rozktada¢ réwniez bialka, uzyskujac w ten sposob energie, Jednak zaden ze wspomnianych
procesow nie jest tak wydajny energetycznie jak w przypadku wykorzystania glukozy.
Zapasy glikogenu sa bardzo ograniczone 1 u dorostego cztowiek
wystarczaja na 24 godziny.

Wartosci prawidlowego stezenia glukozy w organizmie sg zréznicowane w zalezno$ci od

plci, wieku, stanu zdrowia 1 wielu innych czynnikéw. Ogolnie mozna przyjaé, ze zakres
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stezen glukozy u zdrowego cztowieka powinien wynosic¢
w granicach 70 — 110 mg/dL (3,8 — 6,1 mmol-L™).

Przedtuzajacy  si¢  stan  zbyt  niskiego  stezenia  glukozy < we = krwi
(ponizej 3,0 — 3,5 mmol-L™; 55 — 65 mg/dL) nosi nazwe hipoglikemii i jest niebezpieczny
dla zdrowia i zycia. W celu podwyzszenia stezenia glukozy we krwi organizm produkuje
takie hormony jak adrenalina, glukagon, kortyzol i hormon wzrostu. Podwyzszenie
stezenie adrenaliny moze wywola¢ nadmierne pocenie si¢, drzenie rak, uczucie niepokoju.
Jesli zaczyna brakowac glukozy, aby pokry¢ zapotrzebowanie mézgu na energi¢ pojawiaja
si¢ drazliwos¢, dezorientacja 1 zaburzenia pamigci. Dtuzsze utrzymywanie si¢ hipoglikemii
spowoduje poglebienie si¢ objawow niepozadanych, co moze doprowadzi¢ do drgawek,
porazenia i utraty przytomnos$ci. Niedobdr glukozy we krwi moze by¢ rowniez skutkiem
innej choroby np. niedoczynnos$ci tarczycy, nowotworu trzustki, guzem watroby,
niedoczynnoscig kory nadnerczy.

Podwyzszony poziom glukozy we krwi nosi nazwe hiperglikemii ( powyzej 126 mg/dL)
1rowniez zagraza zdrowiu. Stan taki nosi nazwe cukrzycy i jest wywolywany niedoborem
insuliny. Przy stezeniu powyzej 180 mg/dL organizm rozpoczyna wydalanie nadmiaru
glukozy wraz z moczem. Efektem takiego stanu jest wzmozone pragnienie, utrata wagi,
ostabienie, sennos¢, skora i blony Sluzowe staja si¢ suche 1 podatne na infekcje grzybicze,
poniewaz biale krwinki stajg si¢ mniej wydajne. Hiperglikemia uszkadza tkanki, powoduje
zaburzenia lipidowe, powoduje powstanie nieprawidlowych bialek, uszkadza enzymy,
zwigksza stres oksydacyjny, prowadzi do utarty wzroku, zaburza krzepliwos$¢ krwi

1 zwigksza ryzyko zawatu serca. [77]
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6. Biosensory glukozy
O popularnosci biosensoréw jako zagadnien naukowych moze $wiadczy¢ fakt, ze od

poczatku lat 60 XX wieku opublikowano ponad 80000 prac zwigzanych z roéznymi

biosensorami. W puli tej az 10% stanowia biosensory glukozy z tego 92% to prace
poswigcone amperometrycznym biosensorom glukozy, za$ 2,5% to publikacje

o biosensorach potencjometrycznych. Bez wzgledu na ro6znorodno$¢ zastosowanych

technik, materialdéw i rozwigzan, wszystkie biosensory glukozy mozemy podzieli¢ na trzy

generacje: biosensory pierwszej, drugiej oraz trzeciej generacji.

e Biosensory pierwszej generacji
Biosensory pierwszej generacji to najstarsza grupa tego typu urzadzen. W swym dziataniu
nadtlenku  wodoru jako zrddlo

detekcje  wytworzonego

wykorzystuja  one

sygnatu (rys. 25 1 26).

Rys. 25. Schemat dziatania biosensora glukozy pierwszej generacji.

GOD oy, + glukoza — GOD, ., + glukonolakton
GOD 4y + 0, = GOD, oy, + H,0,
H,0, >2H"+0,+2e"

Rys. 26. Rownania reakcji zachodzacych podczas pracy biosensora pierwszej generacji.

W czasie pracy biosensora pierwszej generacji w wyniku reakcji oksydazy glukozowej
w formie utlenionej z czasteczka glukozy otrzymujemy glukonolakton. W wyniku tego

oddzialywania oksydaza glukozowa przeksztalca si¢ w forme¢ zredukowang, natomiast
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powstaty glukonolakton pod wplywem wody hydrolizuje dajac kwas glukonowy.
Zredukowana posta¢ oksydazy glukozowej pod wplywem tlenu obecnego w roztworze,
dziatajacego jako akceptor elektrondow, ponownie przeprowadzana jest w formg utleniong.
W procesie utleniania enzymu powstaje nadtlenek wodoru, ktéry nastepnie jest
detektowany na powierzchni elektrody.
Niewatpliwa zaletg tych biosensordéw jest prostota dziatania. Jednak biosensor pierwszej
generacji posiada tez istotne wady. Jedng z nich jest problem interferencji innych
elektroaktywnych sktadnikow np. krwi takich jak kwas askorbinowy czy kwas moczowy
przy potencjale operacyjnym (ok. 0,6 V). Ogranicza to selektywnos$¢ danego biosensora
imoze skutkowac otrzymaniem nieprecyzyjnych wynikow. Ponadto, problem moze

stanowiC ciggly dostep tlenu 1 fluktuacje jego stezenia w przypadku pomiaru w plynach

fizjologicznych. [78]

e Biosensor drugiej generacji
Bioragc pod uwage wady biosensoréw pierwszej generacji, rozpoczeto prace dazace do

poprawy ich wilasciwosci. Tak narodzita si¢ druga generacja biosensorow glukozy

(rys. 27 128), ktorg otrzymano na drodze poszukiwan alternatywnego dla naturalnego tlenu

akceptora elektronow.

OH
OH
OH Medgeq
H
H20 OH
\ )
OH Med,,

Rys. 27. Schemat dziatania biosensora glukozy drugiej generacji.

glukoza+ GOD oy, — kwas  glukonowy + GOD ),
GOD iy +2M o) = GOD, ) +2M oy +2H "

2M g, = 2M o, 426

Rys. 28. Rownania reakcji zachodzacych podczas pracy biosensora drugiej generacji.
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W czasie pracy biosensora drugiej generacji w wyniku reakcji oksydazy glukozowe;j
w formie utlenionej z czasteczka glukozy otrzymujemy glukonolakton. W wyniku tego
oddzialywania oksydaza glukozowa przeksztalca si¢ w forme¢ zredukowang, natomiast
powstaty glukonolakton pod wptywem wody hydrolizuje dajac kwas glukonowy. Ta czes¢
jest identyczna jak w przypadku biosensora pierwszej generacji. R6znica pojawia si¢ przy
utlenianiu zredukowanej oksydazy glukozowej. Dzieje si¢ to za sprawa obecnego
mediatora, znajdujagcego si¢ w postaci utlenionej. W wyniku oddzialywania ze
zredukowang oksydaza jest ona ponownie utleniana w wyniku czego sam mediator ulega
redukcji. Zredukowany mediator jest nastepnie utleniany na powierzchni elektrody, co
stanowi zrodlo sygnatu analitycznego. Zastosowanie syntetycznych mediatoréw pozwolito
wyeliminowa¢ problemy pierwszej generacji zwigzane ze st¢zeniem tlenu 1 obecnoscig
interferentow. Jedne z najpopularniejszych mediatoréw stosowanych w tych biosensorach
to ferrocen 1 Bigkit Pruski. Odpowiedni mediator musi si¢ charakteryzowa¢ niskim
potencjatem redox, niskg masg czasteczkowa, malg toksyczno$cig, nie tworzyc
kompleksow, by¢ stabilnym w formie utlenionej 1 zredukowanej. Niestety oprocz zalet
pojawity si¢ rowniez wady tego rozwigzania do ktérych nalezy zaliczy¢ wysoka
konkurencyjno$¢ pomiedzy mediatorem a obecnym tlenem czego wynikiem jest
gromadzenie nadtlenku wodoru przy powierzchni elektrody obnizajace aktywnos$¢
enzymu. Inny problem to oddzialywanie pomie¢dzy mediatorem a interferentem oraz
wymywanie mediatora z regionu pomig¢dzy enzymem a powierzchnig elektrody. W celu
eliminacji pojawiajacych si¢ problemow podje¢to prace nad biosensorem trzeciej generacji.

[79]

39



Czes$¢ teoretyczna

e Biosensor trzeciej generacji

Biosensor trzeciej generacji zaktada wyeliminowanie mediatora oraz bezposredni transfer

elektrondw pomigdzy elektrodg a centrum aktywnym enzymu (rys. 29 i 30).

OH

H,O OH
\ .
oH OH O 4

OH

HO.

& On

Rys. 29. Schemat dziatania biosensora glukozy trzeciej generacji.

glukoza+ GOD, ., — kwas  glukonowy + GOD .

elektroda
GOD(RED) — GOD(OX)

Rys. 30. Réwnania reakcji zachodzacych podczas pracy biosensora trzeciej generacji.

W czasie pracy biosensora trzeciej generacji w wyniku reakcji oksydazy glukozowe;j
w formie utlenionej z czasteczka glukozy otrzymujemy glukonolakton. W wyniku tego
oddziatywania oksydaza glukozowa przeksztalca si¢ w forme zredukowang, natomiast
powstaty glukonolakton pod wplywem wody hydrolizuje dajac kwas glukonowy. Ta cz¢s¢
jest identyczna jak w przypadku biosensora pierwszej oraz drugiej generacji. Podstawowg
ro6znicg jest usuni¢cie mediatora. Regeneracja oksydazy glukozowej z formy zredukowane;j
ponownie do formy utlenionej odbywa si¢ na powierzchni elektrody poprzez bezposredni
transfer elektronow pomigdzy elektroda a centrum aktywnym oksydazy glukozowe;.
Niestety w literaturze odnajdziemy tylko kilka dobrze udokumentowanych przyktadow
takiego transferu. Problem stanowi w tym przypadku bariera przeptywu elektrondéw jaka
jest globularna struktura oksydazy glukozowej, ktorej centrum aktywne zawierajace FAD
jest ukryte we wnece o glebokosci okoto 13 A. Bezposredni transfer elektronow jest
mozliwy  dzigki uzyciu  przewodzacych  soli  organicznych  takich  jak
tetracyjanochinonodimetan (TCNQ), tetratiafulwalen (TTF), polimery przewodzace czy
nanorurki weglowe. [80]
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6.1. Rozwoj koncepcji biosensora glukozy

Jako date¢ kluczowa dla koncepcji biosensora przyjmuje si¢ rok 1956, kiedy to profesor
Leland C. Clark Jr. (rys. 31) zaprezentowal elektrode tlenowa Clarka. Natomiast pierwsza

elektrod¢ z enzymem, do pomiaréw stgzenia glukozy

we krwi przedstawili w roku 1962 pracownicy Szpitala
., . Dziecigcego w Cincinnati — Clark i Lyons. Byl to
' i pierwszy obiekt dziatajacy na zasadzie wspomnianego
J w paragrafie 6.1. biosensora pierwszej generacji [81].
Réwnolegle do prac nad biosensorem
elektrochemicznym, toczyly si¢ prace nad jego
kolorymetrycznym odpowiednikiem. Zostal on
wprowadzony na rynek pod nazwa Dextrostix w roku

1966 przez Westa. Miat on forme¢ paskow testowych

kolorymetrycznie detektujgcych nadtlenek wodoru

Rys. 31. Profesor Leland C. Clark Jr. powstaly w czasie reakcji glukozy z oksydaza

glukozowg [82]. W roku 1967 Updike 1 Hicks rozwineli koncepcje biosensora uzywajac
dwoch tlenowych elektrod pracujacych, z ktorych jedna byla pokryta enzymem, mierzac
prad réznicowy 1 umozliwiajagc w ten sposob korekte o odchylenia zwigzane z rdznica
w poziomie tlenu w probkach [83]. W roku 1973 Gilbault i Lubrano opracowali elektrode
enzymatyczng do pomiaru st¢zenia glukozy we krwi poprzez amperometryczny pomiar
wytwarzanego nadtlenku wodoru [84]. Pierwsze komercyjne wurzadzenie do
bezposredniego okreslenia stezenia glukozy w krwi opracowala firma Yellow Spring
Instrument (YSI) w roku 1975, nadajagc mu nazwe¢ Model 23 YSI. Lata 70 1 80 XX w. to
dynamiczny rozwdj w dziedzinie biosensorow. Pojawiajace si¢ problemy i1 ograniczenia
wigzace si¢ z koncepcja biosensora pierwszej generacji, sklonity grupy badawcze do
poszukiwania nowych rozwigzan. W efekcie czego w roku 1985 Gough zaprezentowat
dwuwymiarowg elektrode, w ktorej dyfuzja glukozy jest mozliwa tylko z jednego kierunku
natomiast tlen moze dyfundowa¢ z dwoéch stron [85]. Inng z obranych $ciezek jest
wyeliminowanie tlenu 1 zastapienie go sztucznym mediatorem umozliwiajacym wymiang
elektronow pomiedzy elektroda a centrum aktywnym enzymu. Rozwigzanie takie
zaprezentowal w 1984 roku Cass [86]. Z kolei Ohara w roku 1994 zaprezentowal enzymy
unieruchomione w hydrozelach redox, ktére przewodzity elektrony z centrum aktywnego
enzymu na powierzchni¢ elektrody [87]. W roku 2004 swoja koncepcje biosensora
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przedstawit Salimi, w ktorej na elektrode ptaska z pirolitycznego grafitu nanidst metoda
sol — gel kompozyt z wielo§ciennymi rurkami nanoweglowymi, w ktorym za pomoca
enkapsulacji unieruchomit oksydaz¢ glukozowa. [88]. Natomiast Thibault unieruchomit
oksydaze glukozowsa na nanoczastkach zlota [89]. Kolejnym etapem ewolucji biosensora
bylo wyeliminowanie mediatora, co juz w roku 1996 zaprezentowat Khan [90].

Tabela 1 przedstawia zestawienie wybranych przyktadow biosensoréow glukozy i ma na
celu ukazanie r6znorodnosci w tej dziedzinie chemii. Warto rowniez zwroci¢ uwage na
duze ro6znice wystepujace przede wszystkim w zakresie czasu aktywnos$ci jaki utrzymuja

poszczegbdlne sensory, ktore wahajg si¢ od kilku dni do kilku miesigcy.
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akrylowym) otrzymanym w
wyniku polimeryzaciji
akrylonitrylu i kwas akrylowego.

Opis Zakres liniowy o dpc;vaise dzi Stabilnos¢ Odkrywca, rok
GOD unieruchomiona
kowalencyjnie na elektrodzie ) Enzym - ok.. 9 miesiecy; |G. Jonsson, L. Gorton,
grafitowej z zaadsorbowanym 0.5uM - 2mM 60s Mediator - 1 dzien 1985 [91]
jonem N-metylofenazynowym.
W. Kerner, H. Zier, G.
Kilka warstw: octan celulozy, Steinbach, J. Bruickel,
GOD usieciowana aldehydem 3-28mM 100s 6 dni E. F. Pfeiffer, T.
glutarowym i poliuretan Weiss, K. Cammann,
H. Planck, 1988 [92]
GOD wbudowana w paste P. C. Pandey, A M
grafltowa rpodyﬁkpwanq 5-50mM 15 - 50s 35 dni Kayastha, V. Pandey,
tetracyjanochinonodimetanem 1092 [93]
(TCNQ)
J. Zhu, C. Tian, W.
Warstwa GOD przykryta ) . Wu, J. Wu, H. Zhang,
membrang z Nafionu 0,5 - 40mM 30s 6 ani D. Lu, G. Zhang, 1994
[04]
Do unieruchomienia GOD
zostat uzyty materiat zol - zel B. Wang, B. Li, Q
sktadajacy sie  zolu 8- 16mM 11s 5 miesiecy Deng, S. Dong, 1998
krzemionkowego i kopolimeru z (pzrechowywanie) [95]
alkoholu poliwinylowego oraz 4 -
winylopirydyny.
GOD uniruchomiona w filmie R. Garjonyte, A.
poli(o-fenylenodiaminowym) z 8 - 14mM 4-8s - Malinauskas, 1999
dodatkiem btekitu pruskiego. [96]
Wspotelektroosadzanie . .
poli(winyloimidazolowego) 5 - 30mM 5 64 godziny (50% spadek \jv;:r?é 2 \ﬁj ; (J;'a;
kompleksu [Os(bpy)2CI](+/2+) aktywnosci) ’20(')3 [9’7]' ’
(PVI-Os) oraz GOD
GOD unieruchomiona w
mikrokapsutkach w zol - Zzelu na A. Salimi, R. G.
powierzchni elektrody BPPG 0,2-20mM <5s 3 tygodnie Compton, R. Hallaj,
modyfikowanej wielo$ciennymi 2004 [94]
nanorurkami weglowymi.
GOD zaadsorbowana na H. Tang, J. Chen, S
nanoczastkach platynowych | 4 15 5, 5s |22 dni (73,5% aktywnosci)| Yao, L. Nie, G. Deng,
modyfikowanych nanorurkami Y. Kuang, 2004 [98]
weglowymi. ) 9
GOD enkapsulowana
elektrochemicznie w porowatym D Shan Y. He S
poli( kwasie akrylonitrylo-co- | g\ o\ <30s 5 tygodni Wang, H. Xue, H.

Zheng, 2006 [99]
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GOD unieruchomiona
bezposrednio na utlenionej
elektrodzie diamentowej | 0,67uM -2mM|  <5s 1 miesiac (61%) J- W, ;'O%]”’ 2006
domieszkowanej borem
(BDDE)
Nanobiokompozytowy film
skiadajacy sie z polipirolu, . .
funkcjonalizowanych 0,8uM - 4mM 8s YWC_'J::"2?)£'[ 1L(')’1]S'
wielosciennych nanorurek
weglowych i GOD
GOD unieruchomiona na
elektrodzie z wegla szklistego
modyfikowanej platynowymi

1 godzina (w ciggtym H. J. Wang, C. M
nanoczgstkami umieszczonymi| 0,02 - 6,4mM - uzyciu) Zhou, H. Peng, H. Yu,
na sulfonowanych 2007 [102]
wielo$ciennych nanorurkach
weglowych.
GOD unieruchomina w filmie zol

- zel naniesionym technikg

osadzania z fazy gazowej na 0,02 - 15mM <10s 3 miesigce R. (Iillzngo‘és‘]ﬁgg] J
elektrodzie modyfikowanej ’
btekitem pruskim.
Grafitowe nanoptytki z J.Lu, . Do, L. T.
nanoczgstkami platynowymi i 0,1 -20mM 2s 1 tydzien Drzal, R. M. Worden,
palladowymi. l. Lee, 2008 [104]
GOD uwigziona na Z Wang, S. Liu, P.
wewnetrznych sciankach | ¢ 45 5 my 3s 2 tygodnie (91%) Wu, C. Cai, 2009
wysoce uporzgdkowanych [105]
nanorurkach polianiliny.
GOD unieruchomiona na C. Shan, H. Yang, D
elektrodzie ztotej w cienkim Han Q Z.hang A ’
filmie chitosanu zawierajgcym 2-14mM - 15 dni Ivask‘a L Niu 2‘010
nanokompozyty grafenu i ’[ 1.06] ’
nanoczgstki ziota.
GOD unieruchomiona w

nanohybrydowym materiale P. Si, P. Kannan, L.

skfadajgcym sie z nanoczastek | 20uM- 10mM 3s 1 tydzien Guo, H. Son, D. H.
zfota i wielosciennych nanorurek Kim, 2011 [107]
weglowych.

GOD umieszczona w matrycy z

filmu kompozytowego J. Li, R. Yuan, Y. Chai,

. . 1,2uM - 4mM <5s 1 miesigc (61%) X. Che, W. Li, 2012
zbudowane z chitosanu i
[108]
nanoczgstek platyny
GOD unieruchomiona w pascie G AZ)/:ot?:ku,$D. K.
weglowej modyfikowanej 9,1uM - 14,5mM - - YooK, 9.
nanoczgstkami tlenku cynku Pekyardimel, E. Kilig,
2013 [109]
Tl 4 Wang, Otk
ganizujace) sig 0,4 - 25mM - 4 dni H. Endo, M. lzumi,
monowarstwy i przykryta

warstwa biekitu pruskiego 2014 [110]

Tabela 1. Pordéwnanie wybranych parametrow dla opracowanych na przestrzeni lat amperometrycznych
biosensorow glukozy .
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7. Metody oznaczania stezenia glukozy

Sposrod wielu dostgpnych metod oznaczania glukozy w praktyce stosuje sie tylko kilka

z nich, ktére mozemy skategoryzowac jako metody chemiczne oraz metody enzymatyczne.

7.1. Metody chemiczne

7.1.1. Reakcje utleniania — redukcji

e Metoda Hoffmana

Podstawg tej metody jest reakcja heksacyjanozelazian (III) potasu Ks;[Fe(CN)s z glukoza
w obecnosci oksydazy glukozowej w alkalicznym $rodowisku, po podgrzaniu (rys. 32)
dochodzi do redukcji Fe’™ do Fe®™ (w postaci heksacyjanozelazianu (II) potasu
K4[(FeCN)s]) 1 powstania kwasu glukonowego. W wyniku reakcji nast¢puje zmiana koloru
roztworu z z6ttego na bezbarwny, co skutkuje zmiang absorbancji 1 moze by¢ zmierzone
fotometrycznie. W réznych wariantach tej metody powstaty heksacyjanozelazian (II)
potasu moze nastgpnie reagowa¢ z siarczanem (VI) zelaza (III) dajac biekit

pruski — barwnik, a zatem zmian¢ barwy mozna zmierzy¢ spektrofotometrycznie. [111]

OH
OH OH O
O_OH :
GOD HO
OH +  KjFe(CN)] T i~ 7 oH + K [Fe(CN)e]
N OH OH
OH

K* + Fe3 + [Fe'(CN)gl*" ———= KFell[Fe!(CN),]

Rys. 32. Schemat reakcji chemicznych w procesie oznaczania glukozy metoda Hoffman’a.

e Metoda Benedicta

Metoda Benedict’a opiera si¢ na wykorzystaniu odczynnika Benedicta, ktéry jest
roztworem kompleksu miedzi (II), otrzymywanego poprzez zmieszanie cytrynianu sodu,
weglanu sodu oraz siarczanu (VI) miedzi (II). Po dodaniu odczynnika Benedicta do
roztworu glukozy 1 podgrzaniu calosci, wypadnigcie czerwonego osadu S$wiadczy
o obecnos$ci glukozy (rys. 33). Jest to metoda poétilosciowa, barwa roztworu §wiadczy
o stezeniu glukozy. Odpowiednio kolory niebieski, przez zielony, z6lty, pomaranczowy

1 czerwony odpowiadaja st¢zeniom 0%, 0.5%, 1.0%, 1.5% oraz 2.0%. [112]
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OH
OH OH O

OpH T HO ;
OH + 2Cu%* + 50H —> Y'Y "oH T Cu0 + 3H,0
o OH OH
OH

Rys. 33. Schemat reakcji chemicznej w procesie oznaczania glukozy metodg Benedict’a.

e Metoda Fehlinga

R&zZnica pomigdzy metoda Fehlinga a metoda Benedicta polega na skladzie roztworu, do
otrzymania kompleksu miedzi (II). W zasadzie wystgpujg tu dwa roztwory: odczynnik
Fehlinga A — niebieski wodny roztwor siarczanu (VI) miedzi (II) oraz odczynnik Fehlinga
B — bezbarwny wodny roztwoér sodowo — potasowego winianu z silnie alkalicznym
wodorotlenkiem sodu. Poprzez zmieszanie rownych objetosci powyzszych roztwordw
otrzymujemy odczynnik Fehlinga o ciemnoniebieskiej barwie bedacy kompleksem
biswinianomiedzianu (I)*. Dalsze postepowanie jest takie jak w przypadku opisanej

wczesniej metody Benedicta. [113]

e Metoda Folin - Wu

Uzycie metody Folin — Wu wymaga otrzymania dwoch odczynnikow. Pierwszy z nich to
alkaliczny roztwor miedzi powstalty w wyniku rozpuszczenia weglanu sodu, kwasu
winowego 1 siarczanu (VI) miedzi (II). Drugi z odczynnikow to roztworéw kwasu
fosfomolibdenowego powstalty w wyniku dodania wolframianu sodu, kwasu
fosfomolibdenowego, NaOH 1 kwasu fosforowego (V). Dodatek obu reagentow do probki

zawierajacej glukoze daje niebieskie zabarwienie oznaczane spektrofotometrycznie. [114]

e Metoda Nelsona — Somogyvi

Metoda ta zostala opracowana najpierw przez Somogyiego, a nastgpnie zmodyfikowana
przez Nelsona. Opiera si¢ ona na uzyciu molibdenianu arsenu. W pierwszym etapie nalezy
przygotowac¢ dwa roztwory. Roztwor A to mieszanina weglanu sodu, winianu sodowo —
potasowego, dwuweglanu sodu i siarczanu (VI) sodu w wodzie. Roztwor B sklada sie
z uwodnionego siarczanu (VI) miedzi (II) i kwasu siarkowego (VI) w wodzie. Mieszajac
roztwory A 1 B w stosunku objetosciowym 25:1 otrzymujemy roztwér C. Kolejny krok to
przygotowanie odczynnika Nelsona w skfad ktérego wchodza: molibdenian amonu, kwas

siarkowy (VI), arsenian sodu, roztwor finalny to molibdenian arsenu. W wyniku reakcji
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odczynnika C, reagenta Nelsona i glukozy otrzymujemy niebieski produkt koncowy,

ktérego absorbancje mierzymy przy 540 nm. [115, 116]

e Metoda z neokuproing
Metoda ta opisana pierwszy raz przez M. E. Browna [117] opiera si¢ na utworzeniu
pomaranczowego, nierozpuszczalnego w wodzie, ale dobrze rozpuszczalnego w alkoholu
etylowym, kompleksu pomigdzy jonami miedzi (I) i neokuproing. Reagent Cu(Il) —
neokuproina, powstaje poprzez zmieszanie wodnego roztworu siarczanu (VI) miedzi (II)
z etanolowym roztworem neokuproiny. Zredukowanie Cu (II) w reagencie przez glukoze
do Cu (I) umozliwia powstanie pomaranczowego kompleksu o maksimum absorbancji

przy 457 nm, co $wiadczy o obecnosci glukozy.

e Metoda Shaffer — Hartman — Somogyi

Metode ta, zaprezentowang w 1932 roku, mozna by w skrocie okresli¢ jako
miareczkowanie jodometryczne. W pierwszym etapie, po zagotowaniu roztworu, dochodzi
do redukcji jondw miedzi (II) do miedzi (I) poprzez obecng w alkalicznym roztworze
glukoze, ktora utlenia si¢ do kwasu glukonowego. Roztwor ten jest nastepnie ochtadzany
1 zakwaszany H,SO4 w wyniku czego uwalnia si¢ jod (1), ktory ponownie utlenia jonu
miedzi (I) do miedzi (II). Natomiast nadmiar jodu jest odmiareczkowany roztworem

tiosiarczanu sodu. [118, 119]

e Metoda Hagedorna — Jensena

Opracowana metoda zaklada ogrzewanie roztworu zawierajacego glukoze na tazni wodne;j
w roztworze weglanu z nadmiarem heksacyjanozelazianu (IIT). Powstajacy w reakcji
heksacyjanozelazian (II) jest stragcany w formie soli potasowo — cynkowej. Natomiast do
roztworu zawierajacego pozostaly nieprzereagowany heksacyjanozelazian (III) dodawany
jest jodek potasu. Wydzielony po zakwaszeniu roztworu jod jest nastepnie miareczkowany

tiosiarczanem. [120]
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7.1.2. Metody kondensacji

e Metoda z orto — toluidyna

Metoda ta wykorzystuje zdolno§¢ amin aromatycznych, mi¢dzy innymi orto — toluidyny,
do tworzenia w reakcji kondensacji z grupa aldehydowa glukozy barwnego produktu, ktory
jest rozpuszczalny w wodzie, reakcja przebiega stechiometrycznie, a produkt wykazuje

maksimum adsorpcji przy 635 nm.

H,C
CHO HiC .
(0] ~
o N+ HpN — - HC” + H,0
2 O_OH 2
© OH
OH
0]
OH

Rys. 34. Schemat reakcji kondensacji pomiedzy glukoza i o-toluidyna.

W omawiane] metodzie oznaczania glukozy, pierwszorzgdowa amina aromatyczna
(o-toluidyna), reaguje z terminalng grupa aldehydowa glukozy w roztworze lodowatego
kwasu octowego dajac niebiesko — zielony produkt (rys. 34). Jego absorbancja mierzona
w granicach 600 — 700 nm jest wprost proporcjonalna do st¢zenia glukozy. Metoda ta jest

prosta i tania, ale nieselektywna. [121]

e Metoda z uzyciem antronu

Metoda ta jest dwuetapowa. W pierwszym etapie pod wplywem ogrzewania z kwasem
siarkowym glukoza zostaje odwodniona tworzac hydroxymetylofurfural. W drugim etapie
zwigzek ten z antronem daje zielony kompleks z maksimum

absorpcji przy 630 nm (rys. 35). [122]

CHO
O _OH H,SO
o 50 Hov@\%O + 3H,0
o ogrzewanie O
OH
O

@)

o + zielony
kompleks

Rys. 35. Schemat reakcji pomigdzy glukoza i antronem.
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7.2. Metody enzymatyczne

7.2.1. Metody z oksvdaza glukozowa

e Metoda Saifera — Gerstenfelda

Ta enzymatyczna metoda opiera si¢ przede wszystkim na reakcji pomigdzy glukoza
ioksydaza glukozowa w obecnosci tlenu. W wyniku tej reakcji otrzymujemy
glukonolakton hydrolizujacy do kwasu glukonowego oraz nadtlenek wodoru. W drugim
etapie H,O, reaguje z o-dianizydyna, ktéra bedac w formie zredukowanej jest bezbarwna.
W wyniku powyzszej reakcji o-dianizydyna jest utleniana w obecnosci peroksydazy
(POD). Zredukowana posta¢ barwnika jest koloru brazowego (rys. 36). Reakcja jest
zatrzymywana poprzez dodanie kwasu siarkowego (VI), w wyniku czego otrzymujemy

ro6zowy roztwor, ktory jest badany spektrofotometrycznie przy 540nm. [123]

CH,OH
o OH OH OH OH
= \/'\/:\/ I
OH + 0, + H,0 HO : : C\\O +H,0,
OH OH OH
OH

NH,
O OCH, OCH,
+ H2O —> + 2H O
CH,O O CH,0
NH

2

Rys. 36. Schemat reakcji enzymatycznej pomigdzy glukoza i oksydaza glukozowa
oraz rekacja powstatego w ten sposob H,0, z barwnikiem o-dianizydyna.

e Metoda Trindera

W przypadku tej metody pierwsza z reakcji jest identyczna jak w przypadku opisanej
powyzej. Glukoza reaguje z oksydaza glukozowa dajac glukonolakton, hydrolizujacy
do kwasu glukonowego, oraz nadtlenek wodoru. Roznica wystepuje w drugiej reakcji,
w ktorej udzial bierze powstaty wczes$niej nadtlenek. Reaguje on z odczynnikiem Trindera,

w sktad ktorego wchodzg 4-aminofenazon 1 fenol, w obecnosci peroksydazy dajac barwnik
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chinonoiminowy (rys. 37). Barwnik ten jest w intensywnym czerwono — fioletowym

kolorze, ktérego absorbancja jest mierzona przy 505, 510 badz 540 nm. [123]

\ H,C~p =0
HSC\,}/IO + + 2H,0, _Pob _ q + 4H,0
= HC N
H,C NH, |
o)

Rys. 37. Schemat drugiego etapu reakcji w metodzie Trindera pomiedzy nadtlenkiem
wodoru, fenolem i 4-aminofenazonem.

e Metoda Kodak Ektachem

Metoda Kodak Ektachem odnosi si¢ do gamy produktow firmy Kodak wypuszczonych na
rynek pod nazwg Ektachem w latach 70. XX wieku. Sg to produkty dziedziny tak zwane;j
suchej chemii. W tym przypadku reakcja pozwalajaca na kolorymetryczne oznaczenie
wybranej substancji prowadzona jest na cienkich ptytkach. Na plytki te naniesione sa
w postaci cienkiego, porowatego filmu wszystkie niezbgdne reagenty. Nastepnie po
natozeniu na ptytke niewielkiej ilo$ci analitu, jest on roOwnomiernie 1 szybko
transportowany w porach, gdzie zachodzi reakcja chemiczna, ktorej efektem jest powstanie
barwnika oznaczanego spektrofotometrycznie. W przypadku oznaczania glukozy na ptytke

nanosi si¢ reagenty typowe dla metody Trindera. [125]

7.2.2. Metoda z heksokinaza
W metodzie tej glukoza pod wptywem heksokinazy (enzym z klasy transferaz) oraz przy

I
GH,OH HO—P—OH

OH (o) Glukozo-6-fosforan OH OH OH
@ | Dehydroksygenaza H I

OH Heksokinaza CH, HO_ /OMK/-\/C\\

o PH P E
OH o HO O OH OH
OH

ATP ADP NAD+ NADH
OH

OH

Rys. 38. Schemat reakcji enzymatycznej oznaczania glukozy z uzyciem heksokinazy. 50
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udziale ATP (adenozynotréjfosforan) ulega fosforylacji w wyniku czego otrzymuje si¢
glukozo — 6 — fosforan oraz ADP (adenozynodwufosforan) . W kolejnym etapie
glukozo — 6 — fosforan jest utleniany do 6 — fosfoglukonianu w obecnos$ci dehydrogenazy
glukozo — 6 — fosforanu przy jednoczesnej redukcji obecnego NAD' (dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy) do NADH (rys. 38). Wraz z powstawaniem NADH rosnie
réwniez absorbancja roztworu przy dtugosci fali A=340 nm. Wzrost ten jest proporcjonalny

do stezenia glukozy w badanej probee [126].

7.2.3. Metoda z dehydrogenaza glukozy

W metodzie tej w wyniku reakcji pomigedzy glukoza a dehydrogenaza glukozowsa przy
udziale NAD" otrzymujemy D — glukono — 1, 5 — lakton oraz NADH (rys. 39). Podobnie
jak w przypadku poprzedniej metody wraz z powstawaniem NADH ro$nie réwniez
absorbancja roztworu przy dlugosci fali A=340 nm. Wzrost ten jest proporcjonalny do

stezenia glukozy w badanej prébcee [127].

CH,OH CH,OH
0O Coogmas 0
OH OH (@]
OH m OH
OH NAD* NADH OoH

Rys. 39. Schemat reakcji enzymatycznej oznaczania glukozy z uzyciem
dehydrogenazy glukozowej.
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8. Zastosowane metody pomiarowe

8.1. Metody elektrochemiczne

Przedstawione tutaj pokrétce techniki elektrochemiczne stanowia gléwny aparat

pomiarowy w prowadzonych badaniach.

8.1.1. Elektroliza stalopotencjalowa

W tej metodzie elektroda pracujaca charakteryzuje si¢ statym potencjatem. Natezenie
pradu w czasie pomiaru maleje. Technika ta umozliwia selektywne prowadzenie reakcji

elektrodowej w ukladach wielosktadnikowych. Warto§¢ tadunku Q od poczatku

elektrolizy do czasu t, jest okreslona wzorem:
t

Q=|1dt
0

gdzie:
0O - warto$¢ tadunku;

I; — warto$¢ natezenia pradu po czasie t.

A
I

" >

Rys. 40. Krzywa zalezno$ci natgzenia pradu od
czasu.

Natezenie pradu maleje wykladniczo w zaleznosci od czasu (rys. 40) zgodnie
Z rOwnaniem:
I,=1,-10"
gdzie:
Iy — poczatkowe natezenie pradu;
k — stata warto$¢ zalezna od powierzchni elektrody, objetosci roztworu, szybkosci

mieszania i temperatury.
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W zwigzku z powyzszym wartos$¢ ladunku Q mozna przedstawi¢ w postaci:

‘ 1
=7 -10"dt=—2—(1-107"
o l“ 2,303k( )

Ze wzrostem t maleje 107 i jesli warto$é kt>3, to wyrazenie mozna uproscié¢ do postaci:

IO
2,303k

0=

Elektroliza przy statym potencjale to wygodna 1 prosta metoda do otrzymywania warstw

modyfikujacych z roztworow EDOT-u. [128]

8.1.2. Chronowoltamperometria cykliczna

Metody woltamperometryczne to zbior roznorodnych technik elektroanalitycznych
polegajacych na elektrolizie warstwy dyfuzyjnej. Zajmujg si¢ one badaniem zaleznos$ci
nat¢zenia pradu od doprowadzonego napigcia lub potencjatu elektrody z uzyciem
stacjonarnych elektrod wskaznikowych [129]. Jedng z odmian tej techniki jest

chronowoltamperometria cykliczna.

A
E

E)\--

: >

Rys. 41. Krzywa zalezno$ci natezenia pradu od
czasu.

Liniowg zmiang¢ potencjalu w czasie (rys. 41) przedstawia zalezno$¢:
E=E —v-t

gdzie:
e E —potencjat elektrody pracujacej wzgledem elektrody odniesienia [VT];
e E;—potencjat poczatkowy [V];
e v —szybkos$¢ zmian potencjatu [V/s];
e t—czas|[s].
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Podstawa tej techniki jest pomiar pradu ptynacego przez elektrode pracujaca podczas
wymuszenia liniowej zmiany potencjalu od E; do E; i z powrotem. Same pomiary
prowadzone s3 w ukladzie trojelektrodowym tj. elektrodzie pracujacej, elektrodzie
odniesienia oraz elektrodzie pomocniczej. Przyktad krzywej charakterystycznej dla

woltamperometrii cyklicznej przedstawia rysunek 42:

Rys.42. Przyktadowa krzywa CV.

Wartosci odczytawane z krzywej to:
e E,., E,— potencjal piku anodowego i katodowego;
¢ E,an, By — potencjat potpiku anodowego i katodowego;
e [, I. — prad piku anodowego i katodowego;

e L, I,— prad polpiku anodowego i katodowego.
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Warto$¢ natezenia pradu piku w chronowoltamperometrii cyklicznej okreslona jest

réwnanie Randles’a 1 Sevick’a:

i, =268700n°"?AD"?y!"?c!?

gdzie:
e i, —prad piku [mA];
e n—liczba elektrondw w procesie elementarnym;

e A —pole powierzchni elektrody [cm?];

e D — wspotezynnik dyfuzji substancji elektroaktywnej [cm*s-1];

e ¢ —stezenie substancji elektroaktywnej [mmol-dm-3];

e v -—szybko$¢ zmian potencjatu polaryzacji [V-s-1];

W woltamperometrii cyklicznej stosuje si¢ elektrody wykonane z metali szlachetnych (Pt,

Au, Ag, Pd), z wegla szklistego lub metali 1 stopow oraz elektrody modyfikowane [130].

8.1.3. Woltamperometria pulsowa réznicowa (DPV)

Woltamperometria pulsowa réznicowa (differentia pulse voltammetry — DPV) jest to jedna

z technik elektroanalitycznych. W tej metodzie na liniowo narastajace napigcie nakladany

jest cigg impulsow o stalej, lecz niewielkiej amplitudzie (rys. 43). Metoda ta jest

PotecjatVv

EY =

Czasls

Rys. 43. Zalezno$¢ zmiany potencjatu elektrody wskaznikowe;j
w funkcji czasu w woltamperometrii pulsowej réznicowej wraz
z punktami probkowania pradu [131].

wykorzystywana przede wszystkim
do zastosowan  analitycznych
w zwiazku z mozliwoscig
oznaczenia bardzo niskich stezen
rzedu 10® mol-L™'. Jest to mozliwe
poprzez eliminacje pradu
pojemnosciowego,  uzyskiwanego
si¢ w wyniku tzw. podwdjnego
probkowania, czyli  pomiarze
warto§ci natgzenia pradu przed
nalozeniem impulsu oraz pod
koniec jego trwania. W ten sposob
mierzy si¢ nie prad a rdznice pradu,
co dodatkowo powoduje, ze

otrzymuje si¢ woltamperogramy
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w postaci pikéw. Technika ta pozwala zarejestrowaé piki roznigce si¢ wartosciami
potencjatdéw o zaledwie 50 mV. Dobodr poszczegdlnych parametréw pomiaru w tym
amplitudy impulsu oraz szybkos$ci skanowania potencjalu wymaga zwykle znalezienia
kompromisu pomiedzy czuloscia, rozdzielczoscia oraz szybkoscia. Najczesciej stosowane
amplitudy znajduja si¢ w granicach od 25 do 50 mV. Wsrdd niewatpliwych zalet DPV
nalezy réwniez wymieni¢ szybko§¢ oraz niski koszt pomiaru. Ponadto przygotowanie
probek do pomiaru nie wymaga dlugotrwatego i kompleksowego przygotowania probki

poprzez np. separacje¢, ekstrakcje czy filtracje. [131, 132]

8.2. Spektrofotometria UV - VIS

Spektrofotometria UV — VIS to technika analityczna opierajaca si¢ na absorpcji
promieniowania elektromagnetycznego nadfioletu i §wiatta widzialnego (200 — 780 nm).

Stosowanie spektrofotometrii UV — VIS opiera si¢ na prawach absorpcji. Pierwsze z nich
zwane jest prawem Lamberta okresla, ze natezenie $wiatla monochromatycznego po
przejsciu przez osrodek optycznie jednorodny jest proporcjonalne do natezenia $wiatla

padajacego. Mozna je wyrazi¢ wzorem:

gdzie:
e T —transmitancja;
e [, —natezenie §wiatta wychodzacego;

e [y —natezenie Swiatta padajgcego;

Nastepne prawo absorpcji nazywane jest prawem Bouquera — Lamberta 1 okresla zwigzek
migdzy absorpcjg a gruboscig osrodka absorbujacego. Natezenie swiatta przechodzacego
przez warstwe absorbujaca zmniejsza si¢ wyktadniczo wraz z liniowym zwigkszaniem si¢
grubosci warstwy:
I, =1,-10"
gdzie:
ek —wspolczynnik proporcjonalnosci;

e 11— grubos¢ osrodka absorbujacego;
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Kolejne z praw absorpcji to prawo Beera dotyczace zalezno$ci absorbancji od stezenia
substancji absorbujacej w roztworze przy stalej grubosci warstwy. Jest ono analogiczne do
prawa Bouquera — Lamberta:
I, =1,-10"
gdzie:
e ¢ —stegzenie substancji absorbujace;;
Prawo laczace grubo$¢ warstwy roztworu absorbujacego i jego stezenie nazywane jest
prawem Bouquera — Lamberta — Beera — Waltera. Wynika z niego, iz absorbancja
jest funkcja liczby czasteczek absorbujacych 1 wyraza je wzor:
I, =1,-10%
gdzie:
e ¢ -molowy wspotczynnik absorpcii;

e (- stezenie masowe;

Ostatnie prawo absorpcji to prawo addytywnosci. Oznacza ono, ze w roztworze
wielosktadnikowym, w ktorym promieniowanie przy wybranej dlugosci fali jest
absorbowane przez wigcej niz jedng substancje to absorbancja roztworu jest rdwna sumie

absorbancji poszczegoInych jego sktadnikow:

Do pomiaru absorbancji wykorzystuje si¢ spektrofotometry, ktérych schemat ogolny

przedstawia rys. 44.

Zrédto Roztwoér .
:>| Monochromator :>. :>. Detektor :> Rejestrator
promieniowania badany

Rys. 44. Schemat blokowy spektrofotometru UV/VIS.

Zrédlem promieniowania w spektrofotometrach sa lampy deuterowe, wolframowo —
halogenowe lub wysokocisnieniowe lampy ksenonowe. We wspotczesnych urzadzeniach
monochromatorem jest siatka dyfrakcyjna. W pierwszych aparatach role elementu
rozszczepiajacego pehil pryzmat. Roztwor badany jest umieszczony w kwarcowej
kuwecie o okreslonej drodze optycznej. Role detektora moga petni¢ fotokomorki,

fotopowielacze lub fotodiody. Rejestratorem jest komputer.
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Przy pomocy spektrofotometrii UV — VIS oznacza si¢ zardwno zwigzki organiczne jak
i nieorganiczne charakteryzujace si¢ absorpcja w nadfiolecie lub $wietle widzialnym.
Wsrod nich znajdziemy aldehydy, ketony, kwasy karboksylowe, aminy, pierwiastki ziem
rzadkich, ozon, barwniki oraz zwigzki uzyskujace formy absorbujace promieniowanie

w wyniku reakcji chemicznej. [133, 134]

8.3. Mikroskopia sil atomowych (AFM)

Mikroskopia sit atomowych to technika umozliwiajaca obrazowanie powierzchni badanych
probek z dokfadnoscig rzedu kilku nm wykorzystujac oddziatywania miedzyatomowe
(oddziatywania van der Waalsa) pomigedzy probka a ostrzem mikroskopu (cantilever).
Wystgpowanie oddzialywan magnetycznych, elektrostatycznych oraz migdzyatomowych
pomiedzy atomami ostrza oraz atomami badanej powierzchni pozwala na detekcje ruchow
ostrza, a co za tym idzie umozliwia otrzymanie obrazu powierzchni. Ostrze o ktory mowa
jest osadzone na spre¢zystej mikrobelce, a swym dziataniem przypomina igle gramofonu
(rys. 45A). Mapa sit dla danego punktu powierzchni jest przetwarzana komputerowo na
obraz. Czubek ostrza wyprodukowanego z krzemu i azotku krzemu to w rzeczywistosci
kilka do kilkunastu atomow. Pomiary w technice AFM mozna wykonywaé¢ w trzech

trybach: kontaktowym, bezkontaktowym 1 z przerywanym kontaktem (rys. 45B).

A) B)

detektor

sila
Tapping

sily

fotodioda hﬁ
tryb

laser w kontakcie

odpychania

.

bez kontaktu

badana
probka

odlegloég
I . —-IEH sity
3 tryb przyciagania

Rys. 45. A) Schemat budowy mikroskopu sit atomowych (AFM). B) Wykres zalezno$ci sity od odlegtosci dla
cantileveru pracujacego w trybach: w kontakcie, bez kontaktu, tapping. [135]
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W trybie kontaktowym ostrze podczas skanowania jest w cigglym kontakcie
z powierzchnig probki, pomiar sity jest mierzony poprzez rejestracje wychylenia dzwigni
z ostrzem. Nacisk ostrza na powierzchnie wynosi od 10" N do 107 N. Zaleta tej metody
jest szybkie skanowanie dobre dla twardych powierzchni. Jednak sity dziatajace moga
rowniez zniszczy¢ lub zdeformowaé badang powierzchnie, jesli jest ona wystarczajaco
mickka. W trybie bezkontaktowym ostrze porusza si¢ przy powierzchni w obszarze
przyciagania sit van der Waalsa tj. od 10 do 100 nm. Dzwignia oscyluje z cz¢stotliwoscia
rezonansowg 1 mozemy traktowac ja jako oscylator harmoniczny. Zaletg tej techniki sg
bardzo male sily dzialajace na probke (107 N). Wada jest mniejsza rozdzielczoé
otrzymywanych obrazow. W trybie z przerywanym kontaktem dzwignia z ostrzem
oscyluje w granicach 50 — 500 kHz, wystepuje duza amplituda oscylacji. Pomiary w tej
technice daja wysoka rozdzielczos¢ dla probek, ktore tatwo ulegaja zniszczeniu, jest
odpowiednia dla probek biologicznych. Wadami s3 przede wszystkim bardziej

wymagajaca obstuga aparatu oraz wolniejsze skanowanie. [135]
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II1. Czes¢ doswiadczalna

1.

Cel pracy

Celem prowadzonych pomiaréw bylo zbadanie mozliwosci otrzymania biosensora

chemicznego na bazie polimeru przewodzacego PEDOT, dajacego odpowiedZ na

zmieniajace sie stezenie glukozy. Zdajac sobie sprawe z tego, jak wiele zagadnien wigze

si¢ z tym tematem, postanowitam przystgpi¢ do realizacja zalozonego celu wyznaczajac

szereg etapow posrednich takich jak:

modyfikacja powierzchni elektrody platynowej kompozytem na bazie
poli(3,4 — etylenodioksytiofenu) z wolnymi grupami karboksylowymi.
unieruchomienie oksydazy glukozowej na otrzymanej wcze$niej modyfikowanej
powierzchni elektrody platynowe;.

optymalizacja procesu immobilizacji.

charakterystyka otrzymanego biosensora wraz z pelnym opracowaniem
statystycznym.

opracowanie procedury w celu otrzymania elektrody typu ,,plaster miodu”, ktora
w przysztosci moglaby pozwoli¢ na miniaturyzacje¢ otrzymanego biosensora.
sprawdzenie dziatania otrzymanego biosensora w roztworach pochodzenia

naturalnego.
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2. Aparatura pomiarowa

2.1. Pomiary elektrochemiczne

Pomiary elektrochemiczne byty prowadzone w uktadzie sktadajacym si¢ z:
e potencjostatu typu PAR 273A firmy EG&G, Princeton Applied Research,
e komputera PC =z oprogramowaniem CorrWare 2.9, CorrView 2.9
(Scribner Associates, Inc.),
e trojelektrodowego naczynka pomiarowego.
Naczynko pomiarowe byto podigczone do potencjostatu. Prad ptynal w uktadzie elektroda
pracujaca — elektroda pomocnicza, a potencjat elektrody pracujacej odczytywany byt

Elektroda
A) pracujaca

Elektroda
odniesienia

Elektroda
pomocnicza

Elektroda Elektroda

B) : omocnicza
pracujaca p B
\ \ &
_—1

\

Elektroda
\ pu’ odniesienia

Uszczelka |

>

/

Kontakt

Rys. 46. Schemat naczynka pomiarowego wykorzystywanego w pomiarach elektrochemicznych:
A) dla elektrod platynowych; B) dla elektrod ztotych.
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wzgledem elektrody odniesienia. Budowe naczynek pomiarowych dla elektrody
platynowej izlotej przedstawitam na rysunku 46. W obu ukladach role elektrody
odniesienia pelita nasycona elektroda kalomelowa w NaCl (NEK). Dodatkowo
trojelektrodowy system uzupehiaty w przypadku naczynka A) elektroda pracujaca, ktorg
byla elektroda platynowa oraz elektroda pomocnicza w formie siatki platynowe;.
W przypadku naczynka B) byly to odpowiednio elektroda ztota oraz elektroda platynowa
w formie drutu.

Elektroda platynowa miata 1 cm dlugosci oraz 0,15 cm $rednicy, co dalo powierzchnig

0,49 cm”. Natomiast elektroda zlota charakteryzowata sie powierzchnia 0,20 cm’.

2.2. Pomiary spektrofotometryczne

Wszystkie pomiary spektrofotometryczne byly wykonane na spektrofotometrze

Metertek SP830 z lampa wolframowg z kuwetg o grubosci 1 cm.

2.3. Charakterystyka powierzchni

Charakterystyka powierzchni zostata wykonana przy uzyciu mikroskopu sil atomowy
Solver P47 firmy NT — MTD Company. Pomiary przeprowadzono w trybie tapping mode
z uzyciem cantileveru NSC35/AIBS ze stalg sitowg k = 14 N/m (MikroMasch Company).
Ponadto wykonano pomiary skaningowym mikroskopem elektronowym Vega — 3
z podgrzewang katoda wolframowa w prézni z napigciem przyspieszajacym 30 kV,

dostarczonym przez firm¢ TESCAN Company.

2.4. Termostatowanie roztworow

Do utrzymania roztworu w zadanej temperaturze postuzyl termostat typu U7C

wyprodukowany w Medingen (Niemcy) z dokladnoscia pomiaru temperatury 0,1°C.

2.5. pH roztworow

W celu sprawdzenia badz osiggnigcia zadanego pH roztworu, wykorzystywatam pH — metr

firmy Teleko z kombinowang elektroda szklang.
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2.6. Nakladanie matrycy polistyrenowej

Rys. 47. Schemat zestawu do
naktadania matrycy polistyrenowej.

Do nakladanie matrycy polistyrenowej postuzyt
zaprojektowany przeze mnie uktad dwoch wkraplaczy
umieszczonych na statywie jeden nad drugim, przy czym
dolny wkraplacz zostat wyposazony w polistyrenowa
podkiadke z wieloma otworami oraz blokada elektrody, co
obrazuje rys. 47. Ponadto wkraplacz gorny posiadal
regulacje potozenia w pionie, natomiast wkraplacz dolny

pozwalal na regulacje kata nachylenia.
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. Odczynniki chemiczne

3,4-etylenodioksytiofen (EDOT) (cz.d.a.) - Sigma Aldrich

argon - Linde

bigkit toluidynowy (TBO) (cz.d.a.) - Sigma Aldrich

chlorek potasu (KCI) (cz.d.a.) - POCH Gliwice

chlorek sodu (NaCl) (cz.d.a.) - POCH Gliwice

chlorek wapnia (CaCl,) (cz.d.a.) - POCH Gliwice

chlorowodorek N-(3-dimetyloaminopropylo)-N-etylokarbodiimidu (WSC)

(cz.d.a.) - Sigma Aldrich

diwodorofosforan potasu (KH,POy) (cz.d.a.) - POCH Gliwice

dodecylosiarczan sodu (SDS) (cz.d.a.) - Sigma Aldrich

kwas antranilowy (AA) (cz.d.a.) - Sigma Aldrich

kwas askorbinowy (Ask) (cz.d.a.) - Sigma Aldrich

kwas benzoesowy (cz.d.a.) - Sigma Aldrich

kwas chlorowodorowy (HCI - 35-38%) - POCH Gliwice

kwas chlorowy (VII) (HC1O,) - 70%) - Sigma Aldrich

kwas poli(4-styrenosulfonowy) (PSSH) (18 wt% roztwoér wodny) - Sigma Aldrich

kwas poliakrylowy (PAA) (cz.d.a.) - Sigma Aldrich

kwas siarkowy (VI) (H,SO4 - 95%) - POCH Gliwice

nadtlenek wodoru (H,O, - 30%) - Sigma - Aldrich

octan sodu (CH;COONa) (cz.d.a.) - POCH Gliwice

o-dianizydyna (cz.d.a.) - Sigma Aldrich

oksydaza glukozowa (GOD)(typ II, Aspergillus Niger, 17 300 jednostek/g) (cz.d.a.) -
Sigma Aldrich

peroksydaza (POD) (typ 1, Horseradish, 290 000 jednostek/g)
(cz.d.a.) - Sigma Aldrich

polistyren (PS) (10% wodna zawiesina kulek o $rednicy 0,46um) - Sigma Aldrich

sol litowa kwasu poli(4-styrenosulfonowego) (PSSLi) (30 wt% roztwoér wodny) - Sigma
Aldrich

toluen (CsHsCHj; - 99,8%) - Sigma Aldrich

Woda oczyszczana systemem Millipore (Milli - Q) (18MQ-cm; 0,056uS-cm™)
wodorofosforan disodowy dwunastowodny (Na,HPO4 12H,0)
(cz.d.a.) - POCH Gliwice

wodorotlenek sodu (NaOH) (cz.d.a.) - POCH Gliwice

B-D(+)-glukoza (cz.d.a.) - Sigma Aldrich
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4. Przygotowanie roztworow

4.1. Roztwor buforu fosforanowego (PBS) o pH =7.4
Bufor fosforanowy PBS skfadal si¢ z NaCl (137 mmol-L™"), KCI (2,7 mmol-L"),
Na,HPO,-2H,0 (10 mmol-L™) oraz KH,PO4 (1,67 mmol-L™).

4.2. Roztwor buforu fosforanowego (PBS) z dodatkiem CacCl,

Roztwor PBS z dodatkiem CaCl, byl przygotowywany poprzez zmieszanie dwoéch
roztworow wyjsciowych, co zapobiegato wytragceniu chlorku wapnia. Roztwor A zawierat
348 mmol-L" Na,HPO, i 70 mmol-L"' KH,POy. Roztwér B zawierat 70 mmol-L" KCl,
2810 mmol-L™" NaCl oraz 20 mmol-L™" CaCl,. Roztwér koncowy powstawal poprzez
zmieszanie po 5 mL roztworu A i B oraz 90 mL wody. Po przygotowaniu roztwor nie

moze by¢ przechowywany w lodowce.

4.3. Roztwory do polimeryzacji

W czasie prowadzenia badan wykorzystywatam kilka roztwordéw, z ktérych prowadzitam
polimeryzacje:
e 0,01 mol'L" 3,4 — etylenodioksytiofen (EDOT) w 0,1 mol-L" soli litowej kwasu
poli(4-styrenosulfonowego) (PSSLi)
e 10" mol-L" EDOT w 0,1 mol-L"" PSSLi
e 0,1 molL" EDOT + 15 mgmL' kwasu poliakrylowego (PAA)
w 0,1 mol-L™" PSSLi
e 0,01 mol'L" EDOT + 0,01 mol'L" kwasu antranilowego (AA) w 0,1 mol-L"
kwasie poli(4-styrenosulfonowym) (PSSH)
e 0,01 mol'L" EDOT + 1,5 mg-mL™" PAA w 0,1 mol-L" PSSLi
¢ 0,005 mol-L" EDOT + 0,005 mol-L"" AA w 0,1 mol-L"' PSSH

4.4. Roztwory do unieruchomienia enzymu

W celu przeprowadzenia immobilizacji oksydazy glukozowej (GOD) na powierzchni
modyfikowanej elektrody wykorzystalam seri¢ trzech roztwordw:
e 5 mgmL' chlorowodorku N-(3-dimetyloaminopropylo)-N-etylokarboimidu
(WSC) w PBS
e 4 mg-mL" oksydazy glukozowej (GOD) w PBS + CaCl,

e PBS + CaCl,
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4.5. Roztwory testowe

4.5.1. Test na wolne grupv karboksvlowe

W celu wykonania testu potwierdzajacego obecno$s¢ wolnych grup karboksylowych
na powierzchni nalezy przygotowaé nastgpujace roztwory:

e 0,002 mol-L" blekitu toluidynowego w 0,015 mol-L" NaCl, pH = 11,0

e 0,015 mol-L" NaCl, pH = 11,0

e 0,2mol-L" NaCl, pH=2,0
Dobor pH przy pomocy roztworéw HCI 1 NaOH.

4.5.2. Test na aktywno$¢ oksvdazy glukozowej

W celu wykonania testu potwierdzajacego aktywnos$¢ oksydazy glukozowej nalezy
przygotowac nastgpujace roztwory:

e 0,05 mol-L™ bufor octanu sodu o pH=5,1

e 0,21 mmol-L" o — dianizydyna w 1 mol-L™" HCI

e 10% roztwor  — glukozy w H,O

e 60 jednostek-mL™" peroksydazy w zimnej H,O

e 20 jednostek-mL™ GOD w zimnym buforze octanu sodu

4.6. Roztwory D — glukozy

e Podstawowy roztwor glukozy:
50 mmol-L™" D — glukozy w roztworze PBS o pH = 7,4
e Seria roztworow D-glukozy do krzywych kalibracyjnych:
W celu wykonania krzywych kalibracyjnych dla otrzymanych biosensoréw,

przygotowaltam seri¢ roztworéw wedtug danych zawartych w tabeli 2:
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Stezenie Pobrana
KoRcowe objetos¢ Objetos¢ Objetosé
roztworu roztworu elektrolitu koncowego
D-glukozy podstawowego | podstawowego roztworu
(mmol-L™] D-glukozy [mL] D-glukozy [mL]
[mL]
1 0,2 9,8
5 1,0 9,0
10 2,0 8,0
15 3,0 7,0 10
20 4,0 6,0
25 5,0 5,0
30 6,0 4,0

Tabela 2. Dane do przygotowania roztworéow D — glukozy w celu wykonania krzywe;j

kalibracyjne;j.

e Roztwory glukozy z dodatkiem kwasu askorbinowego:

W celu przygotowania roztwordw glukozy zawierajacych dodatek kwasu askorbinowego

przygotowalam podstawowy roztwor kwasu askorbinowego o stezeniu 10 mmol-L

w PBS o pH = 7,4. Nast¢pnie seri¢ roztworow D — glukozy o zadanym st¢zeniu glukozy

1 kwasu askorbinowego przygotowatam zgodnie z tabelg 3 1 4.

Pob Pobrana
Stezenie Stezenie oorana objetos¢ C C
Koficowe KoRcowe objetos¢ roztwory Objetos¢ Objetos¢
roztworu elektrolitu koncowa
roztworu kwasu podstawowego . :
D-oluk Korbi podstawowego podstawowego | mieszaniny
glukozy |askorbinowego kwasu
1 1 D-glukozy . [mL] [mL]
mmol- mmol-
[ I'L] [ I'L] (mL] askorbinowego
[mL]
0,2 8,8
5 1,0 8,0
10 2,0 7,0
15 1 3,0 1 6,0 10
20 4,0 5,0
25 5,0 4,0
30 6,0 3,0

Tabela 3. Dane do przygotowania roztworéw D — glukozy z kwasem askorbinowym o stezeniu 1 mmol-L™.
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Pobrana Pobrana
Stezenie Stezenie L, objetos¢ e s s
Koficowe Koficowe objetos¢ roztwory Objetos¢ Objetos¢
roztworu elektrolitu koncowa
roztworu kwasu podstawowego . -
D-oluk Korbi podstawowego podstawowego | mieszaniny
glukozy | askorbinowego kwasu
1 1 D-glukozy . [mL] [mL]
[mmol-L ] [mmol-L ] (mL] askorbinowego
[mL]
1 0,2 9,7
5 1,0 8,9
10 2,0 7,9
15 0,1 3,0 0,1 6,9 10
20 4,0 5,9
25 5,0 4,9
30 6,0 3,9

Tabela 4. Dane do przygotowania roztworéw D — glukozy z kwasem askorbinowym o stezeniu 0,1 mmol-L™.

e Roztwory z probek pochodzenia naturalnego:
Wybrane produkty to sok jabtkowy oraz napdj winogronowy marki ,,Fortuna”, napoj
energetyczny Black Energy Drink marki ,,Foodcare” oraz mi6d kwiatowy marki ,,Sadow”.
Podstawowy roztwor soku jabtkowego przygotowatam poprzez rozcienczenie roztworem
buforu fosforanowego PBS w stosunku objetosciowym 0,1 : 24,9.
Podstawowy roztwér napoju winogronowego zostal przygotowany w analogiczny sposob
w stosunku objetosciowym napdj winogronowy : bufor fosforanowy PBS — 0,1 : 24,9.
Podobnie przygotowatam podstawowy roztwor napoju energetycznego mieszajac
w stosunku objetosciowym nap0j energetyczny : bufor fosforanowy PBS — 0,8 : 24,2.
Podstawowy roztwor miodu powstat poprzez rozpuszczenie nawazki o masie 0,2650 g
w buforze fosforanowym PBS o pH = 7,4 w kolbce miarowej o pojemnosci 25 mlL.

Nastepnie przygotowatam seri¢ odpowiednich roztworow postugujac si¢ danymi z tabeli 5.
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Objetosé
p"‘it;z‘(’)vrvl‘:g” Stezenie Objeto§é Objeto§é Objetosé
dodanej dodanej elektrolitu koncowa
wybranego P
produktu D-glukO_Zly D-glukozy | podstawowego probki
naturalnego [mmol-L] [mL] [mL] [mL]
[mL]
0 0 7,5
2,5 0,5 7,0
5,0 1,0 6,5
2,5 7,5 1,5 6,0 10
10,0 2,0 5,5
15,0 3,0 4,5
20,0 4,0 3,5

Tabela 5. Dane do przygotowania roztworéw D — glukozy z probkami pochodzenia naturalnego do metody

dodatku wzorca.

4.7. Roztwory do metody referencyjnej

e mieszanina sktadajgca si¢ z 500 jednostek GOD i 100 jednostek peroksydazy

(POD) w 39,2 mL buforu fosforanowego PBS

e 5 mg-mL" dichlorowodorku o — dianizydyny w H,O

e 1 mg'mL" D - glukozy w 0,1% kwasie benzoesowym

e 6 mol-L" kwas siarkowy (VI)
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5. Modyvfikacja powierzchni elektrody platynowej

Do modyfikacji wybratam elektrodg¢ platynowa scharakteryzowang w czg¢sci 2.1.

5.1. Przygotowanie powierzchni elektrody platynowej

Chemiczne czyszczenie powierzchnie elektrody platynowej wykonywalam w roztworze
Piranha oraz w mieszaninie chromowej. Nastepnie wykorzystujac technike
woltamperometrii cyklicznej (CV) polaryzowatam elektrod¢ w zakresie potencjatéw
-0,25 + 0,8 V z szybkoscia zmian potencjatu v =200 mV/s w 1 mol-L" HCIO,. Zabieg ten
nie tylko pomagal oczysci¢ powierzchni¢ elektrody, ale rowniez ja aktywowal. Ksztatt
krzywej (CV) otrzymanej] w tym procesie (rys. 48) pozwalat ponadto potwierdzi¢
pozadany stan elektrody.

0,001

—— elektroda platynowa w 1M HCIO4
I1I
II

I/A

-0,001

T

-0,002 . .
-0,3 0,2 0,7

E/V

Rys. 48. Krzywa woltamperometryczna (CV) elektrolitu podstawowego
(1 mol-L" HCIO,) zarejestrowana na elektrodzie Pt przygotowanej
do modyfikacji, v =200 mV/s.

Na uwage zashiguje wystepowanie charakterystycznych regiondow, ktorych identyfikacja
daje gwarancj¢ czystosci powierzchni elektrody. W zakresie ujemnych potencjatow
widzimy 3 uktady redox dla wydzielania wodoru na elektrodzie platynowej. Nastgpnie
podazajac w kierunku dodatnich potencjaldw widoczny jest tzw. obszar warstwy

podwojnej. Ostatni obszar jest zwigzany z wydzielaniem tlenu. Jest to obszar adsorpcji
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i desorpcji tlenu na powierzchni elektrody oraz nieprzedstawiony na Rys. 48 pik zwigzany

z wydzielaniem tlenu [136].

5.2. Warstwy kompozytowe

Opracowana przeze mnie procedura otrzymywania warstw modyfikujacych w celu
otrzymania podloza umozliwiajagcego unieruchomieniu enzymu na powierzchni elektrody
poprzez wigzanie kowalencyjne zostala wypracowana w oparciu o koncepcja dostepna
w literaturze a przedstawiong przez Raitmana 1 wspotpracownikow [137]. Prowadzili oni
prace nad elektroda modyfikowang polianiling z wolnymi grupami karboksylowymi
pochodzacymi od kwasu poliakrylowego, ktore nastepnie postuzyly do modyfikacji
enzymu. Wzorujac si¢ na takim podejsSciu, postanowitam otrzymac¢ kompozyt na bazie
EDOT - u, ktory na swej powierzchni bedzie posiadal dostgpne grupy karboksylowe.
Wtym celu zdecydowalam o uzyciu dwoch zwigzkéw dajacych takie wilasciwoscei,
a mianowicie byty to kwas poliakrylowy oraz kwas antranilowy. Schemat tego procesu

przedstawitam na rys. 49.

elektropolimeryzacja

monomer + PAA > polimer — COOH

elektropolimeryzacja

monomer + AA

\

polimer — COOH

Rys. 49. Schemat reakcji polimeryzacji z utworzeniem kompozytu
z wolnymi grupami karboksylowymi.

5.2.1. Kompozyt na bazie EDOT — u z kwasem poliakrylowym

Elektroda platynowa zostala pokryta kompozytem w wyniku elektropolimeryzacji
z roztworu zawierajacego (rozdziat 4.3) 0,1 mol'L EDOT z dodatkiem 15 mg-mL
kwasu poliakrylowego w 0,1 mol'L" roztworze PSSLi. Warstwa byla otrzymywana
technika potencjostatyczng przy E = 1 V w czasie t = 3 s. Otrzymana w ten sposob

elektroda zostata schematycznie opisana jako (PEDOT+PAA)/PSSLi.

5.2.2. Kompozyt na bazie EDOT — u z kwasem antranilowym

W opisywanym przypadku elektroda platynowa zostata pokryta kompozytem skladajacym
si¢ z dwoch podwarstw majacych na celu zapewnienie jej wlasciwego przewodnictwa.
Pierwsza podwarstwa zostala otrzymana na drodze elektrolizy przy statym potencjale
E =1V wczasie t = 5 s, z roztworu zawierajacego 0,01 mol-L" EDOT w 0,1 mol-L"

PSSLi. Nastepnie na tak przygotowang elektrode naktadalam druga podwarstwe. Proces
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ten byl prowadzony technikg woltamperometrii cyklicznej w zakresie potencjatow
E =-0,4 + 1,2 V przy szybkosci skanowania v = 20 mV/s w czasie jednego cyklu (n = 1).
Roztwér polimeryzacyjny zawierat 0,01 mol-L”' EDOT, 0,01 mol-L™" kwas antranilowy
oraz 0,1 mol-L™ PSSH. Otrzymana w ten sposob elektroda zostala schematycznie opisana

jako PEDOT/(PEDOT+AA)/PSSH.

5.3. Charakterystyka otrzymanych warstw

Najbardziej pozadang cechg jaka powinny charakteryzowaé si¢ otrzymane warstwy to
obecno$¢ wolnych grup karboksylowych na ich powierzchni. W celu potwierdzenia ich
obecnos$ci przeprowadzilam test chemiczny na obecno$¢ wolnych grup karboksylowych

[138]. Zgodnie z uzyta procedura, najpierw nalezalo zanurzy¢ modyfikowang elektrode

w 0,002 mol'L"  roztworze

bigkitu toluidynowego (TBO)
w 0,015 mol-L™ NaCl

B)

o pH = 11,0 na okoto 10 minut
(Rys. 50A). W tym czasie
nastepuje odigczenie protonu od
grupy karboksylowe;j

Z utworzeniem kompleksu

pomiedzy  anionem —COO"
aTBO poprzez oddzialywania

C?\ D) jonowe (Rys.50B). Po tym

czasie nalezalo dokladnie

przemy¢ elektrode 0,015 mol-L™!

NaCl
% pH=2
g\ - ja w wymienionym roztworze na

o}

NaCl opH=11,0 i pozostawi¢

H,C co najmniej godzing w celu

M~ gy O, odmycia niezwigzanych
CH, j

Rys. 50. Schemat oddzialywan wystgpujacych w czasie testu na elektrod e
wolne grupy karboksylowe na powierzchni modyfikowanej

elektrody. w 0,2 mol-L™" NaCl o pH = 2,0

czasteczek barwnika. Nastepnie

umieszczamy
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na 30 minut, calo$¢ mieszajac (Rys. S0C). W tym pH czasteczki TBO zwigzane z grupami
—COOQO" na powierzchni elektrody sa wymywane do roztworu, zabarwiajac go na niebiesko
(Rys. 50D). Intensywno$¢ zabarwienia roztworu mozna bada¢ spektrofotometrycznie.

Obie elektrody we wspomnianej procedurze zabarwily roztwory 0,2 mol-L™' NaCl
opH=2,0 na niebiesko, co dowodzi obecnosci wolnych grup karboksylowych na

powierzchni obu otrzymanych kompozytow.

5.4. Podsumowanie informacji dotyczacych warstw kompozytow

Podobienstwa 1 réznice otrzymanych warstw kompozytow przedstawia tabela 6. Gtowna
cechg taczacg obydwa kompozyty jest podstawowy materiat z jakiego je otrzymatam, czyli
polimer przewodzacy poli(3,4 etylenodioksytiofen). Roéznig si¢ jednak drugim
sktadnikiem kompozytu, w pierwszym przypadku jest to kwas poliakrylowy, zas w drugim

kwas antranilowy.

Kompozyt A Kompozyt B
Polimer bazowy EDOT EDOT
Drugi skladnik kompozytu kwas poliakrylowy (PAA) kwas antranilowy (AA)

Substancja domieszkujaca

sol litowa kwasu
poli(4-styrenosulfonowego)

PSSLi, kwasu
poli(4-styrenosulfonowy)

(PSSLi) (PSSH)
Tlos¢ warstw I warstwa II warstwy
elektroliza przy stalym potencjale,
Metoda otrzymywania elektroliza przy stalym potencjale woltamperometria
cykliczna
E=1V, t=5s;

Parametry otrzymywania

E=1V, t=3s

E=-0,4 + 1,2V, v=20mV/s, n=1

0,1mol'L"' EDOT

0,01mol-L"' EDOT+0,1mol-L" PSSLi,

Skiad roztworu 1 0,011‘1101-L'1 EDOT
. . +15mg'mL " PAA 0
polimeryzacyjnego § +0,01mol' L™ AA
+0,1mol-L™ PSSLi 1

+0,1mol- " PSSH

Prze wodnictwo przewodzi prad elektryczny przewodzi prad elektryczny

Obecnos$¢ wolnych grup
. wolne grupy -COOH wolne grupy -COOH

Tabela 6. Porownanie dwoch kompozytow modyfikujacych elektrode Pt.

Uwage zwraca rowniez ilo$¢ warstw otrzymywanych w procesie modyfikacji. Kompozyt
A zbudowany jest z jednej warstwy, natomiast kompozyt B sklada si¢ z dwoch warstw
(pierwsza — kolor czerwony, druga — kolor czarny). Dalsze rdéznice pomiedzy

kompozytami wynikaja miedzy innymi z liczby warstw modyfikujacych. Substancja
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domieszkujaca powstajacy kompozyt jest PSSLi lub PSSLi oraz PSSH. Oba kompozyty
zostaly otrzymane przy zastosowaniu réznych technik elektrochemicznych, takich jak
elektroliza stalopotencjalowa oraz woltamperometria cykliczna, a co si¢ z tym wiaze rdzne
byly takze parametry w jakich je otrzymano. Naturalnie sklad roztworéw uzytych do
polimeryzacji byly inny w przypadku kompozytu A oraz kompozytu B. Jednak warto
zwréci¢ uwage, iz pomimo istotnych réznic bardzo wazne sg elementy laczace oba
kompozyty. Oba z nich przewodza prad elektryczny oraz, co zostalo udowodnione
w rozdziale 5.3, oba charakteryzuje obecnos¢ wolnych grup karboksylowych, niezwykle

wazny fakt w konteks$cie dalszej immobilizacji.
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6. Immobilizacja oksvdazy glukozowej

Zastosowana w moich badaniach metoda unieruchomienia oksydazy glukozowej (GOD)
na powierzchni elektrody modyfikowanej opiera si¢ na utworzeniu wigzania
kowalencyjnego. Na podstawie publikacji Li [139] oraz Kulik [140] i wspdtpracownikow

opracowalam wiasng procedure immobilizacji enzymu.

6.1. Procedura unieruchomienia oksydazy glukozowej

W pierwszym etapie elektrode modyfikowang z wolnymi grupami karboksylowymi
umieszczalam  w  roztworze = zawierajacym 5 mg-mL chlorowodorku
N-(3-dimetyloaminopropylo)-N-etylokarboimidu (WSC) w buforze fosforanowym
o pH=7,4. Przylaczenie WSC do wolnych grup karboksylowych odbywa si¢ w czasie
1 godziny w temperaturze 4°C (rys. 51):

1h, 40 .
polimer — COOH + ﬁ:N—R' _h, 4°C pollmer—ﬁ—o—(lzzN—R'
’Tl O Il\l—R
R H

Rys. 51. Schemat pierwszego etapu w procesie unieruchomienia oksydazy glukozowej, polegajacy
na utworzeniu wigzania kowalencyjnego pomigdzy WSC a wolnymi grupami karboksylowymi na
powierzchni elektrody.

Etap drugi obejmowat juz samg immobilizacj¢. Unieruchomienie oksydazy glukozowe;j
odbywato si¢ na drodze wytworzenia wigzania kowalencyjnego pomiedzy lacznikiem,
jakim bylo WSC, juz zwigzanym z wolnymi grupami COOH na powierzchni elektrody
modyfikowanej, a enzymem. Etap ten wymagal umieszczenia elektrody w roztworze
zawierajacym 4 mg-mL™" GOD w buforze fosforanowym z dodatkiem 0,02 mol-L" CaCl.

Proces immobilizacji przebiegat w temperaturze 4°C w czasie 24 godzin (rys. 52):

H
I
polimer — (ﬁ—O—?ZN—R‘ + H,N—Enzym 24h, 4°C_ polimer — ﬁ—N — Enzym
O ITI_R O

H

Rys. 52. Schemat drugiego etapu unieruchomienia oksydazy glukozowej, polegajacy na utworzeniu wiazania
kowalencyjnego pomigdzy zwigzanym z elektroda WSC a GOD.
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W trzecim i zarazem ostatnim etapie elektroda umieszczona byla w roztworze PBS
20,02 mol-L™" CaCl, na okres 1 godziny w temperaturze pokojowej. Zabieg ten miat na
celu usunigcie niezwigzanej GOD z powierzchni elektrody oraz jej stabilizacje.
Tak przygotowana elektroda pomigdzy pomiarami byla przemywana PBS o pH=74
i przechowywana w tym roztworze w temperaturze 4°C.

Aby uprosci¢ nazewnictwo obu biosensorow okreslitam je jako biosensor A oraz biosensor
B, odpowiednio do ich budowy (PEDOT+PAA)/PSSLi/GOD oraz
PEDOT/(PEDOT+AA)/PSSH/GOD.

6.2. Test aktywnosci enzymu unieruchomionego na powierzchni elektrody

Po procesie unieruchomienia enzymy na powierzchni elektrody nalezalo przeprowadzi¢
test potwierdzajagcy immobilizacje oksydazy glukozowej. W tym celu wykorzystujac
roztwory opisane w rozdziale 4.5.2 wykonatam test aktywnosci GOD, ktorego schemat

zostat przedstawiony na rysunku 53.

Rys. 53. Schemat oddziatywan wystepujacych w czasie testu GOD unieruchomionej na powierzchni
modyfikowanej elektrody. A) przed rozpocze¢ciem reakcji, B) w czasie pracy elektrody.

Elektrode z enzymem nalezy umie$ci¢ w bezbarwnym roztworze skladajacym sie
z o-dianizydyny, glukozy oraz peroksydazy. W przypadku obecnosci GOD w roztworze

zachodzg reakcje chemiczne przedstawione na rysunku 54:
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CH,OH
H O
— H O +H,0,
OH
O
H OH
B—D - glukoza D — glukono — 1,5 — lakton
NH, NH
B) O OMe ' OMe
+ H0, —2= | + 2H,0
MeO I MeO l
NH, NH
o — dianizydyna (rcq 0 — dianizydyna (o)

Rys. 54. Roéwnania reakcji chemicznych zachodzacych w czasie testu potwierdzajacego unieruchomienie
oksydazy glukozowej na powierzchni elektrody modyfikowane;.

Glukoza obecna w roztworze reaguje z oksydaza glukozowg przy udziale obecnego
w roztworze tlenu. W wyniku reakcji przedstawionej na rysunku 54A otrzymujemy
glukonolakton oraz nadtlenek wodoru. Pod wplywem H,0, zredukowana forma
o-dianizydyny (o kolorze bezbarwnym) zostaje utleniona (rys. 54B). Przejscie
o-dianizydyny z formy zredukowanej do utlenionej wiaze si¢ ze zmiang barwy na kolor
brunatny.

Pojawienie si¢ zabarwienia w trakcie wykonywania powyzszego testu S$wiadczy
o obecno$ci aktywnej oksydazy glukozowej na powierzchni elektrody modyfikowane;j.
Zmiana barwy moze by¢ badana spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A = 540 nm.

Rysunek 55, tabela 7 przedstawiaja zmian¢ absorbancji (A) w czasie prowadzenia reakcji.
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Tabela 7. Dane obrazujace wzrost absorbancji wraz z wptywem czasu
w trakcie prowadzenia testu dowodzacego unieruchomienie GOD

na powierzchni elektrody modyfikowanej, A = 540 nm.

07 T
>
=)
>
o
&
= 06
-8
7 y=0,07x + 0,48
o
< s R%= 0,994
- 05
G~
<
g
£ 44 : : |
:3 4

t [min]

Rys. 55. Wykres zalezno$ci absorbancji od czasu dla testu potwierdzajacego
aktywno$¢ unieruchomionej oksydazy glukozowe;j.
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6.3. Zestawienie informaciji dotyczacych procesu unieruchomienia enzymu

Proces immobilizacji enzymu mozna podsumowaé przedstawiajac nastepujace dane

w formie tabeli 8:

Proces immobilizacji
t . Zwigzek c :
Etap Reakcja . 1 Roztwor
[h] chemiczny | [mg-mL"']
I 1 przylaczenie WSC 5 PBS
I 24 przylaczenie GOD 4 PBS + CaCl,
I 1 odmycie - - PBS + CaCl,

Tabela 8. Podsumowanie parametrow procesu immobilizacji oksydazy glukozowej.

W pierwszym etapie dochodzi do przylaczenia WSC poprzez wigzanie kowalencyjne do
wolnych grup karboksylowych. Proces ten zachodzi w czasie 1 godziny w roztworze
5mg-mL”’ WSC w PBS. W drugim do calego ukfadu poprzez wiazanie kowalencyjne
przylaczany jest enzym oksydaza glukozowa. Proces ten zachodzi w czasie 24 godzin
w roztworze 4mg'mL” GOD w PBS z dodatkiem CaCl,. Trzeci etap trwa 1 godzing
ipolega na odmyciu w roztworze PBS + CaClyniezwigzanych czgsteczek z powierzchni

elektrody.
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7. Postulowany mechanizm dzialania biosensora
Otrzymane biosensory mogg pracowaé zardéwno jako sensory pierwszej generacji oraz jako

sensory trzeciej generacji.
W przypadku prowadzenia pomiaru w warunkach tlenowych technika amperometryczng

przy potencjale E = 0,6 V w czasie t = 30 s, z mieszaniem roztworu w czasie calego etapu,
biosensory pracuja wedlug mechanizmu pierwszej generacji (oméwionego wczesniej

W czgsci teoretycznej), co zostato przedstawione na rys. 25 oraz 26:

a
o
OH 'g
g
OH m
OH H,0, w
y N\
H20 OH
\ .
OH 02

Rys. 25. Schemat dziatania biosensora glukozy pierwszej generacji.

GOD oy, + glukoza — GOD, s, + glukonolakton

GOD, 1, + 0, = GOD, ., + H,0,

H,0, >2H" +0,+2e”

Rys. 26. Rownania reakcji zachodzacych podczas pracy biosensora pierwszej generacji.
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W wyniku takiego pomiaru otrzymujemy amperogram, pozwalajacy na okreslenie wartosci
natezenia pradu proporcjonalnej do st¢zenia glukozy. Przyklad takiego amperogramu

przedstawia rys. 56:

0,000015

— c=10mM

T

0,000010

/A

0,000005

t/s

Rys. 56. Przykladowy amperogram zarejestrowany w roztworze D — glukozy
0¢=0,01 mol-L"' w PBS o pH = 7,4 dla biosensora A przy potencjale E =0,6 V
w czasie t =30s.

W pierwszym etapie trwajacym okolo 5 sekund nastgpuje gwaltowny spadek wartosci
rejestrowanego natezenia pradu, nastegpnie mamy jego stabilizacja z niewielkimi
wahaniami po okoto 25 sekundach. Ostateczny wynik stanowi warto$¢ nat¢zenia pradu
odczytana po czasie t = 28 + 30 sekund, kiedy to zmiany natezenia nie wptywaja w istotny

sposob na koncowy wynik.
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Otrzymane biosensory mogg rowniez pracowac jako biosensor glukozy trzeciej generacji.

Mechanizm takiego dziatania zostat zaprezentowany na rysunkach 29 i 30:

OH

H,O OH
Ny
OH
OH OQH o/
HO Ao
o1 O

Rys. 29. Schemat dziatania biosensora glukozy trzeciej generacji.

glukoza+ GOD ) — kwas  glukonowy+GOD ),

GOD, 4, —cdlekiroda_ GOD,y,

Rys. 30. Réwnania reakcji zachodzacych podczas pracy biosensora trzeciej generacji.

Pomiar jest prowadzony technikg woltamperometrii pulsowej — roznicowej w roztworach
odtlenionych przy zakresie potencjatlow E = -0,2 + 0,8 V, z krokiem potencjatu Es =2 mV,
czasem pulsu ty = 0,4 s, o amplitudzie AE = 50 mV. W wyniku pomiaru otrzymujemy
woltamperogram, pozwalajacy na okreslenie wartosci natezenia pradu proporcjonalnej do

stezenia glukozy. Przyklad takiego woltamperogramu przedstawia rys. 57.

—— Biosensor A _
0,00007 - Biosensor B E=0.44V
0,00005
<
0,00003
0,00001 | | |
-0,25 0 0,25 0,50 0,75

E/V

Rys. 57. Przyktadowe woltamperogramy (DPV) zarejestrowane
w roztworze D — glukozy o ¢ = 0,05 mol-L"' w PBS (pH = 7,4) dla 82
biosensora AiB.E=-0,2+0,8V,E;=2mV,t,=0,4s, AE=50 mV.
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8. Czynniki wplywajace na dzialanie otrzymanych biosensorow.

Otrzymanie biosensora glukozy sklada si¢ z wielu etapow takich jak modyfikacja
powierzchni elektrody Pt, unieruchomienie na elektrodzie oksydazy glukozowej,
optymalizacj¢ calego procesu, potwierdzenie procesu optymalizacji odpowiednim
opracowaniem statystycznym, spetniajacym wymogi wspolczesnej chemii analitycznej
oraz badanie probek pochodzenia naturalnego. Na kazdy z wymienionych etapow,
w mniejszym lub wiekszym stopniu wptywa wiele czynnikdéw, ktore muszg by¢ zbadane.
Wsrod tych czynnikéw uwzgledni¢ nalezy dobdr polimeru przewodzacego, grubos¢
warstwy modyfikujacej elektrode metaliczng, dobdr odczynnika modyfikujacego oraz jego
stezenie, wptyw stezenia WSC oraz GOD.

8.1. Rodzaj kompozytu modyfikujacego powierzchnie elektrody.

Pierwszym krokiem przygotowania biosensora glukozy byt wybor polimeru
przewodzacego jaki postuzy do modyfikacji powierzchni elektrody platynowej. Wybratam
poli(3,4-etylenodioksytiofen), jako polimer dobrze poznany. Jego zaleta jest szybki i tatwy
do kontroli proces polimeryzacji oraz co najistotniejsze przewodzi on prad elektryczny
zarOwno w Srodowisku kwasnym jak i1 obojetnym.

Jezeli chodzi o wybor drugiego sktadnika kompozytu to musial on tworzy¢ wraz
z polimerem kompozyt przewodzacy oraz oferowac¢ na powierzchni dostepnos¢ wolnych
grup karboksylowych. Zalozenia te spelnia zarowno kwas poliakrylowy jak i1 kwas

antranilowy.

8.2. Grubos$¢ warstwy kompozytu modyfikujacego powierzchnie elektrody

Kolejnym parametrem, ktory nalezato okresli¢ aby zoptymalizowa¢ proces immobilizacji
to grubos$¢ warstwy powstajacego kompozytu. Z wezesniejszych dos§wiadczen oraz

prowadzonych pomiarow wynikato, ze grubo$¢ warstwy modyfikujacej nie wplywa
zasadniczo na warto$¢ natezenia pradu utleniania substancji oznaczanej, jednak powoduje
znaczacy wzrost pradu utleniania samej warstwy. Parametry jakie pozwalaja kontrolowac
grubo$§¢ warstwy powstajacego kompozytu to stgzenia poszczegdlnych zwigzkow
wchodzacych w sklad roztworu do polimeryzacji oraz jej warunki. Warunki polimeryzacji
mozna kontrolowaé poprzez zmian¢ potencjatu i czasu polimeryzacji, zakresu potencjatu,
szybkosci skanowania i liczby jej cykli. Jezeli chodzi o dobrane st¢zenia, to dokonatam
tego na podstawie przegladu literatury dotyczacej elektropolimeryzacji. Stwierdzilam, ze
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kompozyt zbudowany z (PEDOT+PAA)/PSSLi bedzie wygodniej otrzymaé metoda
elektrolizy stalopradowej, gdyz jest to powszechnie stosowana technika pracy z tym
polimerem przewodzacym. Okazalo si¢, ze parametry E = 1 V oraz t = 3 s
(0,1 mol'L" EDOT + 15 mg-:mL"' PAA w 0,1 mol-L" PSSLi) warunkuja powstanie
kompozytu o optymalnej grubosci. Znalazlo to odzwierciedlenie w pomiarach

przedstawionych na rysunku 58.

0,0003
— t=3s
— t=10s
— t=20s
0,0002
s L
0,0001
0 I I 1 I 1 I 1
-0,25 0 0,25 0,50 0,75
E/V
Rys. 58. Woltamperogramy (DPV) zarejestrowane w roztworze D — glukozy
0¢=0,05 mol-L" w PBS (pH = 7,4) dla biosensora A, otrzymanego przy
réznych  czasach polimeryzacji warstwy kompozytu modyfikujacego
(t=3s, 10 s oraz 20 s).

Wida¢ tu, ze wydhuzenie czasu polimeryzacji przy zachowaniu pozostatych parametréw na
tym samym poziomie w istocie przyczynito si¢ wylgcznie do wzrostu wartosci natezenia
pradu warstwy przy jednoczesnym spadku warto$ci natgzenia pradu zwigzanego
z utlenianiem glukozy, doprowadzajac nawet do sytuacji, w ktorej przy t = 20 s
niemozliwe staje si¢ rzetelne odczytanie jego wartosci. W przypadku prowadzenia
pomiaréw technika amperometryczng zwickszenie grubosci warstwy kompozytu
modyfikujacego poprzez wydtuzenie czasu polimeryzacji podwyzsza warto$¢ oznaczanego

natezenia pradu (rys. 59).
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0,000015

— t=3s

0,000010

I/A

0,000005

T

0 I 1 I 1 I

t/s

Rys. 59. Amperogramy zarejestrowane w roztworze D — glukozy
0c¢=0,05mol-L"" w PBS (pH = 7,4) dla biosensora A, otrzymanego przy
roéznych czasach polimeryzacji warstwy kompozytu modyfikujacego (t = 3 s,
10 s oraz 20 s).

Jednak warto zwrdci¢ tu uwage, iz wzrosty te nie sg znaczacego rzedu, a w przypadku
grubszych kompozytéw otrzymanych w czasie t = 10 s oraz t = 20 s pojawiaty si¢
dodatkowe problemy zwigzane z przyleganiem otrzymanego kompozytu do powierzchni
elektrody modyfikowanej. Majac na uwadze otrzymanie biosensora zdolnego zaleznie od
potrzeb do pracy w warunkach amperometrycznych jak 1 woltamperometrycznych,
najlepszym rozwigzaniem okazalo si¢ prowadzenie polimeryzacji w krétszym
czasie, tj. t =3 s.
W przypadku drugiego z kompozytow PEDOT/(PEDOT+AA)/PSSH, w zwigzku ze
stabym przewodnictwem kwasu antranilowego bedacego pochodng polianiliny podjetam
decyzj¢ o uzyciu dwoéch warstw. Mialo to na celu zapewni¢ dobre przewodnictwo.
Pierwsza z nich otrzymana z roztworu 0,01 mol-L" EDOT w 0,1 mol-L" PSSLi przy
standardowych parametrach tj. E =1 V, t =5 s, ma za zadanie zapewni¢ wysoki poziom
przewodzenia. Druga warstwa jest otrzymywana z roztworu
0,01 mol-L" EDOT + 0,01 mol-L" AA w 0,1 mol-L" PSSH. Z racji uzycia pochodne;
polianiliny zastosowalam woltamperometri¢ cykliczng jako metode pozwalajaca na
dokladng kontrole grubosci warstwy  powstajacego kompozytu  przy
E=-04+12V,v=20mV/s,n=1 cykl.
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8.3. Dobodr czynnika domieszkujacego otrzymywany kompozyt

Kolejnym czynnikiem wymagajacym optymalizacji byt dobér odpowiedniego zwigzku
majacego na celu domieszkowanie powstajacej warstwy kompozytu, a co za tym idzie
zapewnienie jej przewodnictwa na odpowiednio wysokim poziomie. W zwigzku
z powyzszym jako zwigzki domieszkujace wybratam 0,1 mol-L” PSSLi (rys. 60),
1 mol-L™" LiCl (rys. 61), oraz ich mieszaning 1 mol-L™ LiCI + 0,1 mol-L™ PSSLi (rys. 62).
Wybor ten dawal mozliwo$¢ sprawdzenia czy lepszy do planowanych badan bedzie
klasyczny polimer przewodzacy domieszkowany prostym anionem, czy tez materiat
kompozytowy, w ktorym domieszkowanie zapewniajg grupy anionowe drugiego polimeru.
Jesli polimeryzacja jest prowadzona z roztworu zawierajgcego EDOT oraz PSSLi to
produktem koncowym bedzie kompozyt. Jezeli roztwor do polimeryzacji zawiera EDOT
oraz LiCl otrzymamy polimer przewodzacy domieszkowany matymi anionami.
W przypadku gdy w roztworze do polimeryzacji znajdzie si¢ EDOT, PSSLi oraz LiCl
powstanie uklad posredni tj. kompozyt domieszkowany matymi jonami. Wedlug moich
przewidywan najlepszym przewodnictwem powinien charakteryzowaé si¢ kompozyt

PEDOT/PSSLi.

——c=5mM
c=20mM
¢ =50 mM

0,000058

T

— ¢=100 mM
¢ =150 mM TN
¢ =200 mM / ~ /

T

<
= 0,000038

0,000018 L L L
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/V

Rys. 60. Wplyw stezenia glukozy w PBS na prad piku (DPV) utleniania
(regeneracji) GOD dla biosensora A, otrzymanego przy domieszkowaniu
warstwy kompozytu modyfikujacego 0,1 mol-L" PSSLi.
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0,00004
—— c=5mM
— ¢=20mM
—— ¢=50mM
L — ¢=100 mM
0,00003
0,00002
0,00001 : : :
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V
Rys. 61. Wptyw stgzenia glukozy w PBS na prad piku (DPV) utleniania
(regeneracji) GOD dla biosensora A, otrzymanego przy domieszkowaniu
warstwy kompozytu modyfikujacego 1 mol-L™" LiCl.
0,00007
—— c=5mM
—— ¢c=20mM
—— ¢=50mM
B —— ¢c=100mM i
c=150 mM
N ——— c=200mM / \
0,00006 |- T / \ /
\\ / \\ //
0,00005
= \\///
0,00004 N
0,00003 : : :
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V

Rys. 62. Wplyw stezenia glukozy w PBS na prad piku (DPV) utleniania
(regeneracji) GOD dla biosensora A, otrzymanego przy domieszkowaniu
warstwy kompozytu modyfikujacego 0,1 mol-L" PSSLi + 1 mol-L™" LiCl.
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Sumaryczne wyniki przedstawilam w tabeli 9 oraz na rysunku 63.

I[pA]
Tmol-L™
» LiCl »
€ slukozy Imol-Ll o 0,1mol-L
[mol-L"| LiCl .| PSSLi
0,1mol-L
PSSLi
0,005 15,40 9,10 8,90
0,020 14,10 9,30 10,10
0,050 14,50 11,80 12,30
0,075 16,30 11,70 -
0,100 16,90 13,30 14,50
0,150 18,70 11,20 18,20
0,200 18,60 10,30 20,00
Tabela 9.  Zalezno$¢  natgzenia pradu  piku  (DPV)
od wzrastajacego stgzenia D — glukozy dla biosensora A przy
domieszkowaniu powstajacego kompozytu roéznymi zwigzkami
chemicznymi.

250 +

20,0 +

150

y =57,36x + 8,98
R%= 0,990

y=23,87x + 14,31
R*=0,833

— 10,0
<:ts. y=44,463x + 8,817
= R%= 0,926
50
00 i i i I {
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
¢ [mol-L1]

© 1 mol/L LiCl B 0,1 mol/L PSSLi A 1 mol/L LiC I+ 0,1 mol/L PSSLi

Rys. 63. Wykres zaleznosci nat¢zenia pradu piku (DPV) od wzrastajacego stezenia D — glukozy dla biosensora A
przy domieszkowaniu powstajacego kompozytu réznymi zwiazkami chemicznymi.
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Z wykresow na rys. 66 daje si¢ zauwazy¢, ze najlepsze rezultaty zostaly osiagnicte dla
domieszkowania warstwy powstajacego kompozytu sola litowa PSSLi. Swiadcza o tym
miedzy innymi liniowa zalezno$é potwierdzona wysokim wspolczynnikiem korelacji R”.
Ponadto elektroda ta charakteryzowata si¢ wysokimi warto$ciami nat¢zenia pradu
utleniania oksydazy glukozowej oraz dobra czutosdcia potaczong z trwaloscia elektrody.
Chlorek litu dat najgorsze wyniki jako czynnik domieszkujacy, nie zapewniajac wysokiej
wartosci R’, aponadto prezentowana zalezno$¢ nie miata charakteru wprost
proporcjonalnego, tzn. wzrost warto$ci stezenia glukozy nie zawsze wigzal si¢ ze
wzrostem warto$ci natezenia pradu. Warto$¢ natezenia pradu calej warstwy byta
poréwnywalna, a sam biosensor wykazywal krotkotrwalg aktywnos$¢ unieruchomionego
enzymu. Mieszanina wspomnianych zwigzku jako czynnik domieszkujacy dawata
zadowalajace wyniki, jednakze w wezszym zakresie. Nastepowatl wzrost natezenia pradu
utleniania catej warstwy, ale nie miato to znacznego wptywu na warto$¢ nat¢zenia pradu
regeneracji oksydazy glukozowej. Efektem jest rozsuniecie réwnolegte krzywych, oraz
niska czulo$¢, przez co uzyskiwane rezultaty uznalam za gorszej jakoSci
od odpowiadajacych im parametrow dla samego PSSLi. Warto rowniez nadmienic,
iz biosensor modyfikowany kompozytem na bazie LiCl jako czynnik domieszkujacy
charakteryzowat si¢ najwyzszymi warto$ciami nat¢zenia pradu jednak réznica ta nie byla
duza biorgc pod uwage caty zakres pomiarowy.

Uwazam, ze jony o mniejszym rozmiarze preferuja, zgodnie z teoriami polimeryzacji
omowionymi w czg$ci teoretycznej, warstwe bardziej zbitg 1 zwartg, mocniej przylegajaca
do powierzchni elektrody modyfikowanej. Natomiast jony wigkszego rozmiaru preferuja
tworzenie kompozytu o formie gabczastej, mniej zwartej 1 luzniej zwigzanej z elektroda.
Moim zdaniem z tego wlasnie faktu wynika wigksza uzyteczno§¢ PSSLi, zapewniajacego
lepszy kontakt kompozytu z unieruchomionym na jego powierzchni enzymem i to mimo
faktu nieco lepszego przewodnictwa kompozytu domieszkowanego LiCl. Ponadto
kompozyt eliminuje problem wymywania jonéw domieszkujacych z powstatej warstwy,
a co za tym idzie nie wystepuja spadki warto$ci natg¢zenia w czasie uzytkowania.

Ogolne zalozZenia dotyczace zwiazku domieszkujacego powstajacy kompozyt zarowno dla
Biosensora A jak i Biosensora B pozostaty takie same. Roznica w doborze czynnika
domieszkujacego podwarstwe druga kompozytu B zwigzana jest z uzywaniem kwasu
antranilowego. Kwas antranilowy jest pochodng aniliny, istniata wigc obawa
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o przewodnictwo warstwy modyfikujacej, jako ze biosensory pracowaty w pH = 7.4.
W $rodowisku obojetnym sama polianilina nie przewodzi pradu, tak wigc aby podnies$¢
kwasowo$¢ samej warstwy kompozytu, a tym samym zapewnié jej dobre przewodnictwo
zdecydowalam si¢ zamiast samego PSSLi uzy¢ rownomolowej mieszaniny PSSLi oraz

PSSH.
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Po okres$leniu, ktory ze zwigzkdw domieszkujacych powstajacy kompozyt modyfikujacy

powierzchni¢ elektrody najkorzystniej wptywa na wilasciwosci otrzymanego biosensora,

nalezalo okres§li¢ warto$¢ jego stezenia w roztworze do polimeryzacji. W tym celu

przygotowalam szereg biosensorOw uzywajac w czasie ich otrzymywania roztworow

o zmiennym st¢zeniu PSSLi. Wyniki przedstawione zostaly w tabeli 10 i na rysunku 64:

I[pA]
Cglukozy | 0,1 mol'L”" | 0,25 mol'L™" | 0,5 mol'L™" | 1 mol-L"
[mol-L"| PSSLi PSSLi PSSLi PSSLi
0,005 8,90 12,50 11,10 6,20
0,020 10,10 13,60 12,10 6,40
0,050 12,30 16,50 13,60 8,20
0,100 14,50 20,20 16,00 9,60
0,150 18,20 24,40 18,70 10,90
0,200 20,00 27,00 20,00 11,70
Tabela 10. Zaleznos$¢ natezenia pradu piku (DPV) od wzrastajacego stezenia D — glukozy dla
biosensora A przy domieszkowaniu powstajacego kompozytu PSSLi o réznych stezeniach.

300
y=76,20x + 12,37
250 + R?=0,994
y=46,67x + 11,17
R%= 0,990
20,0 +
50 4 y =57,36x + 8,98
R%= 0,990
<
=100 +
- y =29,39x + 6,26
R%= 0,967
50 -
0,0 I I I I I
0,00 0,05 010 015 020 025
¢ [mol-L1]
90,1 mol/L PSSLi B 0,25 mol/L PSSLi A 0,5 mol/L PSSLi © 1 mol/L PSSLi
Rys. 64. Wykres zaleznosci natezenia pradu piku (DPV) od wzrastajacego stezenia D — glukozy dla biosensora
A przy domieszkowaniu powstajacego kompozytu PSSLi o réznych stezeniach.
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Juz przy pierwszej analizie nasuwa sic wniosek, iz zastosowanie 1 mol-L" PSSLi
powoduje osiggni¢cie najnizszych warto$ci natgzenia regeneracji oksydazy glukozowej,
podczas gdy pozostale trzy przypadki charakteryzuja si¢ poréwnywalnymi jego
warto$ciami. Ponadto okazalo si¢, ze te biosensory podobnie jak biosensor otrzymany
z 0,5 mol'L" PSSLi charakteryzowaly si¢ krotkim czasem aktywno$ci otrzymanego
enzymu wynoszacym od jednego do trzech dni. Na osiggnigcie najlepszych rezultatow
pozwala polimeryzacja warstwy kompozytu przy stezeniu PSSLi réwnym
0,1 oraz 0,25 mol-L". Warstwy te charakteryzuja sie wysokimi warto$ciami natezenia
pradu regeneracji oksydazy glukozowej oraz dlugim czasem aktywnosci
unieruchomionego enzymu, o czym szerze] bedzie mowa w dalszej cze$ci pracy.
W zwigzku z powyzszym w dalszych pracach zdecydowatam si¢ uzy¢ PSSLi

o stezeniu 0,1 mol-L™.

8.5. Whplyw stezenia WSC na prace biosensora

Po okresleniu parametrow wplywajacych na charakter otrzymywanego kompozytu,
nalezalo przejs¢ do optymalizacji czynnikow warunkujacych unieruchomienie oksydazy
glukozowej na powierzchni elektrody. Pierwszy z nich to stezenie WSC. Bazujac na
danych literaturowych [144], gdzie za optymalne uznano stezenie 5 mg mL”,
postanowitam sprawdzi¢ jak bedzie zachowywat si¢ unieruchomiony enzym w przypadku
uzycia stezenia literaturowego oraz wyzszego 1 nizszego od niego. Otrzymatam biosensory
A, w ktorych w procesie immobilizacji uzytam stalego stezenia GOD réwnego 4 mg-mL™
oraz zmiennego stezenia WSC tj. 4, 5 oraz 6 mg-mL™". Pierwszym testem jakiemu zostaty
one poddane, to spektrofotometryczny pomiar aktywnosci enzymu dla kazdej z elektrod
przeprowadzony zgodnie ze procedurg opisang w rozdziale 6.2, ktérego wyniki

przedstawia tabela 11 oraz rysunek 65 1 66.

A

4 mg-mL'1 5 mg-mL'1 6 mg-mL'1

t [min]
WSC WSC WSC

1 0,002 0,024 0,002
2 0,031 0,098 0,013
5 0,045 0,263 0,022
10 0,092 0,518 0,057

Tabela 11. Zalezno$¢ absorbancji od czasu prowadzenia
reakcji dla biosensora A otrzymanego 972
w wyniku uzycia réznych stezen WSC w procesie
immobilizacji enzymu na jego powierzchni.
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Rys. 65. Wykres zaleznosci absorbancji od stezenia WSC uzytego w procesie immobilizacji dla biosensora A
przy wzrastajacym czasie prowadzenia reakcji, A = 540 nm.

06 1

05 +

04 +

03 +

02 +
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Rys. 66. Wykres zaleznosci absorbancji od czasu prowadzenia reakcji dla biosensora A przy zmiennym st¢zeniu
WSC uzytym w procesie immobilizacji enzymu.
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Jak obrazuje rysunek 65 warto$¢ absorbancji wzrasta wraz z czasem prowadzenia reakcji,
jednak dla kazdego z badanych czasow zdecydowanie najlepsze wyniki sg osiggane dla
stezenia WSC rownego 5 mg-mL™. Zaréwno dla nizszego jak i wyzszego stezenie WSC
obserwuje si¢ znaczacy spadek wartosci absorbancji, co jednoczesnie §wiadczy o mniejszej
aktywnos$ci unieruchomionego enzymu, a w przysztosci o mniej efektywnym oznaczeniu.
Wraz z wydhizeniem czas od 1 do 10 minut trend ten staje si¢ coraz bardziej
wyrazny (rys. 66).

Powyzsze wyniki postanowilam potwierdzi¢ poprzez rejestracj¢ odpowiednich krzywych

woltamperometrycznych 1 amperometrycznych 1 ich analiza.

I'[pA]
¢ glukozy [mOIIL-I]
(v
wee 0,005 0,015 0,020 0,040 0,050
[mg-mL, |
4 26,24 28,81 29,32 30,68 33,75
5 23,65 26,57 27,88 30,40 31,68
6 16,34 17,82 18,51 20,14 22,63
Tabela 12. Zalezno$¢ natezenia pradu utleniania (DPV) oksydazy glukozowej od stezenia WSC uzytego w procesie
unieruchomienia GOD dla rosngcych stgzen D — glukozy (biosensor A).
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I [uA]

350 —+
30,0
250 —+
20,0 +
X
15,0 I I I I I I
35 4,0 4,5 50 55 6,0 6,5

¢ wsc [mg-mL7]

X-—c =5 mmol/L

=c=15 mmol/L == c =20 mmol/L == c =40 mmol/L =@=c =50 mmol/L

Rys. 67. Wykres zaleznosci natgzenia pradu utleniania (DPV) oksydazy glukozowej od stezenia WSC uzytego
w procesie unieruchomienia GOD dla rosnacych stezen D — glukozy (biosensor A).

1[nA]

350 +
y=142,81x + 26,05 o
R%2=0,924
300 +
y=167,68x + 23,68

V'S R?=0,956
250 +

A y=127,68x +1577

R%2=0,964
20,0 +
15,0 I I I I I I
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
C glukozy [mOI'L-]']
@ c=4mg/mL Ac=5mg/mL Bc=6 mg/mL

Rys.

68. Wykres zaleznoSci natezenia pradu utleniania (DPV) oksydazy glukozowej od stezenia
D - glukozy dla r6znych stgzen WSC uzytych w czasie immobilizacji enzymu (biosensor A).
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Przeprowadzone pomiary woltamperometryczne wykazaty, iz zarowno WSC o stezeniu
4mgmL” jak i S5SmgmL' daja pordwnywalne wartoéci natezenia pradu
(rys. 67, tabela 12) podczas gdy stezenie rzedu 6 mg-mL™" wplywa znaczaco na spadek
warto$ci natezenia pradu. Oczywiscie wraz ze wzrostem stezenia glukozy we wszystkich
badanych przypadkach rosta warto$¢ natgzenia pradu, a czulo§¢ pomiaru byla
poréownywalna (rys. 68). Wyniki pomiarow woltamperometrycznych zostaly poréwnane

z wynikami otrzymanymi technikg amperometryczng.

I [pA]

€ glukozy [MOI'L']

Cwsc
1 0,005 0,015 0,020 0,040 0,050
[mg-mL ]
4 5,19 6,72 7,42 11,26 11,71
5 8,46 10,83 12,56 17,22 21,00
6 5,28 7,91 8,45 12,33 12,04

Tabela 13. Zalezno$¢ natezenia pradu (pomiary amperometryczne) utleniania H,O, od stezenia WSC uzytego
w procesie unieruchomienia GOD dla rosnacych stezen D — glukozy (biosensor A).
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250 —
20,0 +
150 —+
<
=
- A
10,0 +
X
50 X : : : X |
35 4,0 4,5 50 55 6,0 6,5

¢ wsc [mg-mL7]

X—c=5mmol/L

I=c=15 mmol/L =B=c =20 mmol/L == c =40 mmol/L =@=c =50 mmol/L

Rys. 69. Wykres zaleznosci nat¢zenia pradu (pomiary amperometryczne) utleniania H,O, od stezenia WSC
uzytego w procesie unieruchomienia GOD dla rosngcych stezen D — glukozy (biosensor A).

250
y=272,22x +6,93
R%2=0,993
A
20,0 +
A
150 -+ y= 155,50 +5,16
—_ R2=0,934
100 +
y=154,17x +4,45
R%2=0,981
50 f f f f f !
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
C glukozy [mOI'L-I]
®c=4mg/mL Ac=5mg/mL Bc=6 mg/mL

Rys.

70. Wykres zalezno$ci natgzenia pradu (pomiary amperometryczne) utleniania H,O, od st¢zenia
D — glukozy dla réznych stgzen WSC uzytych w czasie immobilizacji enzymu (biosensor A).
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Przeprowadzone pomiary amperometryczne wykazaly, iz WSC o stezeniu 5 mg-mL™" daje
najwyzsze wartosci nat¢zenia pradu (rys. 69, tabela 13) podczas gdy stezenie rzedu
4 mg-mL" oraz 6 mg-mL" powoduje znaczacy spadek wartoéci natezenia pradu.
Oczywiscie wraz ze wzrostem st¢zenia glukozy we wszystkich badanych przypadkach
rosta  warto$¢ natezenia  pradu, lecz czulo$¢ pomiaru byla najwyzsza
dla 5 mg-mL™" (rys. 70).

Wszystkie z przeprowadzonych testow, tzn. pomiary UV — VIS, woltamperometryczne
oraz amperometryczne wykazaly, ze najbardziej optymalne st¢zenie WSC uzyte

w procesie unieruchomienia oksydazy glukozowej to 5 mg-mL™".
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8.6. Wplyw stezenia GOD na prace biosensora

Ostatnim z parametrow, ktory nalezalo zoptymalizowa¢ w procesie otrzymywania
biosensora bylo st¢zenie GOD. Korzystajac z informacji literaturowych [144], gdzie za
optymalne uznano stgzenie 4 mg-mL™, postanowitam sprawdzi¢ jak bedzie zachowywat
si¢ unieruchomiony enzym w przypadku uzycia stgzenia ,,literaturowego” oraz wyzszego
i nizszego od niego. Otrzymatam biosensor A, w ktéorym w procesie immobilizacji uzytam
stalego stezenia WSC rownego 5 mg'mL™ oraz zmiennego stezenia GOD tj. 3, 4 oraz
5mg'mL". Pierwszym testem jakiemu zostaly one poddane byt spektrofotometryczny
pomiar aktywnosci enzymu dla kazdej z elektrod przeprowadzony zgodnie ze procedura

opisang w rozdziale 6.2, ktorego wyniki przedstawia tabela 14 oraz rysunek 71 1 72.

A

3 mg-mL'1 4 mg-mL'1 5 mg-mL'1

t [min]
GOD GOD GOD

1 0,018 0,018 0,003
2 0,035 0,110 0,015
5 0,058 0,352 0,038
10 0,131 0,657 0,084

Tabela 14. Zalezno$¢ absorbancji od czasu prowadzenia
reakcji dla biosensora A otrzymanego
w wyniku uzycia réznych stezen GOD w procesie
immobilizacji enzymu na jego powierzchni.
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Rys. 71. Wykres zaleznosci absorbancji od stgzenia GOD uzytego w procesie immobilizacji dla biosensora A

przy wzrastajacym czasie prowadzenia reakcji, A = 540 nm.
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Rys. 72. Wykres zaleznosci absorbancji od czasu prowadzenia reakcji dla biosensora A przy zmiennym st¢zeniu

GOD uzytym w procesie immobilizacji enzymu.
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Jak obrazuje rysunek 71 wzrostowi czasu prowadzenia reakcji towarzyszy wzrost wartosci
absorbancji, jednak dla kazdego z badanych czaséw zdecydowanie najlepsze wyniki sg
osiagane dla stezenia GOD odpowiadajacego 4 mg-mL™. Zaréwno nizsze jak i wyzsze
stezenie oksydazy glukozowej powoduje znaczacy spadek warto$ci absorbancji,
co jednoczesnie $wiadczy o mniejszej aktywnosci unieruchomionego enzymu,
aw przyszlosci o mniej efektywnym oznaczeniu. Wraz z wydluzeniem czas
od 1 do 10 minut trend ten staje si¢ coraz bardziej wyrazny (rys. 72).

Podobnie jak w przypadku oceny stgezenia WSC tak 1 teraz postanowilam powyzsze wyniki

zweryfikowaé poprzez zarejestrowanie odpowiednich krzywych woltamperometrycznych

1 amperometrycznych.

I'[pA]
¢ glukozy [mOI'L-I]
(v
cor. 0,005 0,015 0,020 0,040 0,050
[mg-mL, |

2 25,70 28,27 29,02 30,52 31,60

4 23,65 26,57 27,88 30,40 31,68

5 26,05 27,29 28,70 32,43 33,85

6 15,60 17,01 18,29 21,06 22,21

8 18,70 19,94 20,13 21,72 22,80
Tabela 15. Zalezno$¢ natezenia pradu utleniania (DPV) oksydazy glukozowej od stezenia GOD uzytego w procesie
unieruchomienia enzymu dla rosnacych stezen D — glukozy (biosensor A).
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€ gop [mg-mL7]
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X—=c=5mmol/L =Ix=c=15mmol/L =B=c =20 mmol/L =®=c =40 mmol/L =@=c =50 mmol/L

Rys. 73. Wykres zaleznosci nat¢zenia pradu utleniania (DPV) oksydazy glukozowej od stezenia GOD uzytego

w procesie unieruchomienia enzymu dla rosngcych stezen D — glukozy (biosensor

r A).

350 T y= 180,28x + 24,98
R =0,994
y = 117,44x + 25,97
300 + R2=0,922
y=167,68x +23,68
R? = 0,956

250 &
_ °
=
=

200 + %

y=148,49x + 14,98
R2=0,993
15,0 : : : : : |
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

C glukozy [mOI'L-]']

@c=2mg/mL. ®c=4mg/mL. Ac=5mg/m. Bc=6mg/mL. Xc=8mg/mL

Rys. 74. Wykres zaleznosci natezenia pradu utleniania (DPV) oksydazy glukozowej od stezenia D — glukozy dla

réznych stgzen GOD uzytych w czasie immobilizacji enzymu (biosensor A).
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Przeprowadzone pomiary woltamperometryczne wykazaty, iz w przypadku GOD zakres
stezen gwarantujacy wysokie wartosci natezenia pradu miesci si¢ w granicach
od 2 mg'mL" do okolo 5 mg-mL™ (rys. 73, tabela 15). Uzycie oksydazy glukozowej
o wyzszym stezeniu powoduje znaczacy spadek warto$ci natezenia pradu. Najwicksza
czulo$cig prowadzenia pomiaru charakteryzuja si¢ biosensory otrzymane z uzycie GOD na
poziomie 4 mg-mL™" oraz 5 mg-mL™" (rys. 74). Wyniki pomiaréw woltamperometrycznych

nalezalo jeszcze skonfrontowaé z wynikami otrzymanymi technikg amperometryczna.

1[pA]
¢ glukozy [mOI'L-I]
C
cor. 0,005 0,015 0,020 0,040 0,050
[mg-mlL, |
2 3,44 6,25 7,775 12,15 13,47
4 8,46 10,83 12,56 17,22 21,00
5 5,26 8,32 9,19 11,85 12,45
6 5,42 7,96 9,07 10,63 13,75
8 2,76 4,94 8,64 8,17 11,08
Tabela 16. Zalezno$¢ natezenia pradu utleniania (pomiary amperometryczne) H,O, od stezenia GOD uzytego
w procesie unieruchomienia enzymu dla rosnacych stezen D — glukozy (biosensor A).

103



Czes$¢ doswiadczalna
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Rys. 75. Wykres zaleznosci natgzenia pradu utleniania (pomiary amperometryczne) od stgzenia GOD uzytego
w procesie unieruchomienia enzymu dla rosnacych stezen D — glukozy (biosensor A).
250
y=272,22x +6,93
R?=0,993
20,0 +
50 4 y=151,50x +5,47 y=162,83x + 5,13
’ Rz — 0'935 R = 0,944
T 100 +
=
- y=223,27x +2,81
50 —+ R%=0,987
00 I I I I I I
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
C glukozy [m°|°|-.1]
@c=2mg/m. ®c=4mg/mL. Ac=5mg/m. Bc=6mg/mL Xc=8mg/mL
Rys. 76. Wykres zaleznosci natezenia pradu utleniania (pomiary amperometryczne) od stezenia D — glukozy dla
réznych stgzen GOD uzytych w czasie immobilizacji enzymu (biosensor A).
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Przeprowadzone pomiary amperometryczne jednoznacznie wykazaly, iz uzycie GOD
ostezeniu 4 mg-mL’ gwarantuje uzyskanie najwyzszych wartosci natezenia pradu
(rys. 75, tabela 16) podczas gdy st¢zenie zarowno wyzsze jak i nizsze powoduja znaczacy
spadek wartosci natezenia pradu. Oczywiscie wraz ze wzrostem stezenia glukozy we
wszystkich badanych przypadkach rosta warto$¢ natezenia pradu, lecz czuto$¢ pomiaru
byla najwyzsza whasnie dla stgzenia GOD réwnego 4 mg-mL™ (rys. 76).

Wszystkie z przeprowadzonych testow, tzn. pomiary UV — VIS, woltamperometryczne
oraz amperometryczne wykazaly, ze najbardziej optymalne st¢zenie GOD uzyte

w procesie unieruchomienia oksydazy glukozowej to 4 mg-mL™.
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8.7. Stabilnos¢ i trwalosé uzyskanych biosensorow

Istotng wlasciwo$¢ otrzymanych biosensorow stanowi niewatpliwie ich stabilnos¢
itrwato$¢ na przestrzeni okoto 30 dni o czym $wiadcza przedstawione w tabeli 17
wspolczynniki korelacji R® oraz wartoéci natezenia pradu piku mierzone technika
woltamperometryczng. Zaprezentowane dane dotycza trzech sztuk Biosensoréw A.
W przypadku biosensora 1 i 2 w celu domieszkowania powstajacego kompozytu uzyto

0,1 mol-L" roztwor PSSLi, natomiast dla biosensora 3 byt to 0,25 mol-L™ roztwér PSSL.

Biosensor 1 Biosensor 2 Biosensor 3
t [dni] > t [dni] > t [dni] >
R I [nA] R I [nA] R I [pA]
1 0,995 14,90 1 0,976 18,60 1 0,995 17,70
3 0,992 14,50 3 0,999 17,50 2 0,992 18,10
4 0,986 14,40 4 0,992 18,70 6 0,986 17,40
5 0,981 15,20 5 0,993 18,30 7 0,981 17,30
6 0,984 14,80 6 0,997 18,00 8 0,984 17,60
10 0,981 15,10 10 0,998 18,50 23 0,981 18,00
11 0,985 15,10 11 0,998 17,90 24 0,985 17,70
12 0,978 14,60 12 0,987 18,10 31 0,978 17,20
17 0,986 15,00 17 0,994 17,80 35 0,986 15,30
21 0,993 14,70 21 0,998 17,50
102 0,972 11,90 102 0,980 13,30

Tabela 17. Warto$ci wspotczynnika korelacji R? oraz natezenia pradu piku dla trzech wersji biosensora A zmierzone
we wskazanych dniach.

Przez ponad 30 dni biosensory pracowaly w roztworach glukozy przez 5 dni w tygodniu
mierzagc okoto 16 cykli pomiarowych zaréwno technikg woltamperometryczng jak
1 amperometryczng. W tym czasie zachowywaly one swa aktywno$¢ dajac odpowiedz
w postaci liniowo zmieniajgcego si¢ natg¢zenia wraz ze wzrostem stgzenia glukozy.
Ponadto zalezno§¢ ta charakteryzowala si¢ wysokimi warto$ciami wspdtczynnika
korelacji. Badajac doniesienia literaturowe zebrane w tabeli 1, wida¢ ze duza czesé
prezentowanych biosensoréw charakteryzuje si¢ stosunkowo krotkim czasem aktywnosci

unieruchomionego enzymu przy ktorym wspomniane 30 dni to bardzo dobry wynik.
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8.8. Podsumowanie dotvczace czynnikow wplywajacych na prace

otrzymanego biosensora

Optymalne parametry pozwalajace otrzymaé badany biosensor glukozy o najlepszych

parametrach i wlasciwosciach zostaly zebrane w tabeli 18.

Optymalne parametry otrzymania biosensora

Polimer bazowy kompozytu PEDOT
PAA
Drugi skladnik kompozytu lub
AA
Grubos¢ wars twy umiarkowana
PSSLi
Substancja domieszkujaca lub
PSSLi+ PSSH
Stezenie substancji 01
domieszkujacej [mol-L'l] ’
ewsc [mg-mL'| 5
cGop [mgmL™| 4

Tabela 18. Podsumowanie optymalizacji procesu otrzymywania
biosensora glukozy.

Jakiekolwiek odstgpstwo od podanych wartosci skutkuje otrzymaniem biosensora
o gorszych wiasciwosciach. Objawia si¢ to przede wszystkim w spadku aktywnos$ci juz
unieruchomionego na powierzchni elektrody enzymu i dotyczy to zwlaszcza stgzen WSC
oraz GOD. Inny niepozadanym efektem to drastyczny spadek trwalosci otrzymanego

biosensora z okoto 30 dni do dni 3 + 4.
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9. Oznaczanie stezenia D — glukozy w roztworze buforu fosforanowego

Aby w petni oceni¢ i scharakteryzowaé wlasciwosci otrzymanych biosensorow wykonatam
krzywe wzorcowe oznaczania stezenia D — glukozy w roztworze buforu fosforanowego
PBS o pH = 7,4. Wybor PBS jako $rodowiska oznaczenia podyktowany jest tym, ze bufor
ten imituje podstawowy skfad ptynéw ustrojowych, tym réwniez podyktowany byt dobor

pH roztworow, jako ze pH = krwi czlowieka to réwniez 7,4.

e Sensory I generacji

W przypadku sensorow I generacji pomiary byty wykonywane technikg amperometryczng
zgodnie z zasadg dziatania przedstawiong w rozdziale 7. Badanie przeprowadzitam wedtug
procedury przedstawionej w punkcie 4.6. Rejestrowany prad zwigzany jest z utlenianiem
H,0,. Zarejestrowalam amperogramy probek w zakresie stezen D — glukozy

1 — 30 mmol-L"' dla biosensoréw A i B.

e Biosensor A
Rysunek 77 przedstawia przykladowe amperogramy oznaczania D — glukozy za pomocag

biosensora A.

0,00004

0,00003 ||

I/A

0,00002

0,00001

t/s

Rys. 77. Przyktadowe krzywe amperometryczne zarejestrowane w roztworze PBS
(pH=7,4) o roznej zawartosci D — glukozy (1 + 30 mmol-L™") dla biosensora A.

108



Czes$¢ doswiadczalna

Jak mozemy zaobserwowa¢ na powyzszym rysunku, wraz ze wzrostem st¢zenia

D - glukozy, ros$nie rowniez warto$¢ rejestrowanego nat¢zenia pradu, ktéra po

poczatkowym gwattownym spadku stabilizuje si¢ i po ok. 25 sekundach osigga stalg

wartosce.

Tabela 19 zawiera wyniki kilku serii pomiarowych, w czasie ktérych dokonalam pomiaru

warto$ci natezenia pradu w zaleznosci od st¢zenia D — glukozy.

I[pA]
Numer serii
Cglukozy 1 1 1 v v
[mol-L-1]
PBS 0,97 1,02 0,08 1,05 1,00
0,001 1,50 1,43 1,35 1,44 1,42
0,005 2,87 2,78 2,82 2,92 2,99
0,010 435 3,95 3,69 4,17 4,07
0,015 491 4,98 5,61 5,76 5,10
0,020 6,08 6,45 6,44 6,27 6,69
0,025 9,22 8,42 7,78 7,43 8,26
0,030 9,78 9,62 8,49 10,15 10,50

D — glukozy w PBS o pH = 7,4 (biosensor A).

Tabela 19. Zestawienie zaleznoSci natgezenia prad (pomiary amperometryczne) od stezenia

Dane te opracowatam nast¢pnie statystycznie, rezultaty przedstawitam w tabeli 20 oraz

rysunku 78.

[IC:(‘)‘I"‘L"i] L, [nA] SD RSD
PBS 1,00 £ 0,03? 0,03 0,027
0,001 1,42 + 0,10 0,12 0,085
0,005 2,78 £ 0,21 0,25 0,090
0,010 4,14 £ 0,29 0,35 0,085
0,015 524 + 0,44 0,52 0,099
0,020 6,56 + 0,36 0,43 0,066
0,025 8,36 = 0,65 0,78 0,094
0,030 9,58 + 0,84 0,91 0,095

Tabela 20. Statystyczna ocena wynikow. (* ((S/n"?),n = 5; p = 95%).
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Rys. 78. Wykres zalezno$ci natezenia pradu od stezenia D — glukozy dla biosensora A wraz z uwzglednieniem

btedow mierzonych wartosci.

Nalezy podkresli¢ bardzo dobry wspédtczynnik korelacji otrzymanej krzywej oraz niski

poziom btedéw dla poszczegdInych wartosci. Nastgpnie korzystajagc z parametrow krzywej

y = 277,65x + 1,24 1 warto$ci natezen pradow obliczylam na tej podstawie wartosci stezen

D — glukozy (tabela 21), dalej wyniki opracowatam statystycznie obliczajgc RSD, LOD,

LOQ (tabela 22).
€ glukory wyliczone [Mmol-L™]
Numer serii
Celukozy 1 | I v \Y
[mmol-L ]
1,0 1,0 0,7 0,8 0,7 0,7
5,0 5,9 5,6 5,7 6,0 6,3
10,0 11,2 9,8 8,9 10,6 11,9
15,0 13,2 12,5 12,6 16,3 13,9
20,0 17,4 18,8 18,7 18,1 20,9
25,0 28,7 28,4 28.9 223 25,3
30,0 30,8 30,2 26,1 25,0 333
Tabela 21. Wartosci stgzeh D — glukozy wyliczone na podstawie krzywej
wzorcowej y = 277,65x + 1,24.
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cglukOZ):1 Cir glukozy :l_:ISE SD RSD OdZySk

[mmol'L™]| [mmol-L ] [Yo]
1,0 0,8 = 0,1 0,11 0,148 123,3
5,0 59 £ 0,1 0,30 0,051 118,1
10,0 104 + 04 1,06 0,102 104,3
15,0 14,0 £ 0,6 1,49 0,107 106,9
20,0 19,2 £ 0,6 1,56 0,081 104,1
25,0 25,7 = 1,0 2,82 0,110 102,6
30,0 30,0 £ 1,2 3,27 0,109 100,1

Tabela 22. Statystyczna ocena wynikow. (n =5, p =95 %)

Zakres liniowosci
-1 0,98 + 30,00
[mmol-L ']
R 0,997
LOD
» 0,29
[mmol-L |
LOQ
-1 0,98
[mmol-L |
Tabela 23. Parametry walidacji biosensora A
I generacji.

Na podstawie parametréw walidacji (tabela 23) metody moge stwierdzié¢, ze przedstawiona
procedura oznaczania D — glukozy za pomoca biosensora A moze by¢ stosowana do
analizy ilosciowej roztworow w zakresie stezen D-glukozy od 0,98 mmol-L™

do 30,00 mmol-L". Podobne pomiary przeprowadzitam dla biosensora B.
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e Biosensor B
Rysunek 79 przedstawia przyktadowe amperogramy oznaczania D — glukozy za pomoca

biosensora B. Procedura oznaczenia zawarta jest w paragrafie 4.6.

0,00004

c=1mM
\ —— c=5mM
L\ —— c=10mM
c=15mM

c=20mM

\ —— c=25mM

0,00003

< 0,00002

0,00001

t/s

Rys. 79. Przyktadowe krzywe amperometryczne zarejestrowane w roztworze PBS
(pH=7,4) o roznej zawartosci D — glukozy (1 + 30 mmol-L™) dla biosensora B.

Jak mozna zaobserwowa¢ na powyzszym rysunku, wraz ze wzrostem stezenia
D - glukozy, ros$nie rowniez warto$¢ rejestrowanego natezenia pradu, ktora po
poczatkowym gwattownym spadku stabilizuje i po ok. 25 sekundach osiagga staty poziom,
tak jak w przypadku biosensora A.

Tabela 24 zawiera wyniki kilku serii pomiarowych, w czasie ktorych dokonatam pomiaru

warto$ci natezenia pradu w zaleznosci od stezenia D — glukozy.

I[pA]
Numer serii
“elukozy 1 I I v A%
[mol-L ]

PBS 0,74 0,64 0,62 0,61 0,64
0,001 2,92 2,98 2,82 2,92 2,95
0,005 4,93 4,73 4,81 4,03 4,01
0,010 6,65 6,32 5,84 5,51 5,33
0,015 7,21 7,66 6,93 6,92 6,21
0,020 8,27 8,44 7,93 7,16 9,07
0,025 9,66 10,31 10,08 10,31 9,28
0,030 11,33 11,29 11,04 9,85 10,70 112

Tabela 24. Zestawienie zalezno$ci nat¢zenia prad (pomiary amperometryczne) od stgzenia
D — glukozy w PBS o pH = 7,4 (biosensor B).
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Dane te opracowalam nastgpnie statystycznie, rezultaty przedstawitam w tabeli 25 oraz na

rysunku 80.
¢ z
elukozy L, [RA] SD RSD
[mol-L ]
PBS 0,65 + 0,06 0,05 0,077
0,001 2,92 £ 0,08 0,06 0,021
0,005 4,50 £ 0,55 0,45 0,099
0,010 5,93 £ 0,68 0,55 0,093
0,015 6,99 £ 0,66 0,53 0,076
0,020 8,17 £ 0,87 0,70 0,086
0,025 9,93 £ 0,56 0,45 0,045
0,030 10,84 + 0,75 0,61 0,056
Tabela 25. Statystyczna ocena wynikow. (* t(S/n"?),n=35; p = 95%).
14,0 -
12,0 -
10,0 -
80 -
'<:?L 6,0 - y= 268,73x +2,97
p— R%2=0,993
4,0 -
2,0 -
0,0 f f f f f !
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030
C glukozy [mOI'L-ll
Rys. 80. Wykres zaleznosci natgzenia pradu od stezenia D-glukozy dla biosensora A wraz z uwzglednieniem
btedow mierzonych wartosci.
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Podobnie jak w przypadku biosensora A uzyskatam wysokg warto$¢ wspotczynnika
korelacji otrzymanej krzywej a bledy poszczegdlnych wartosci wystepuja na niskim
poziomie. Nastepnie korzystajac z parametrow krzywej y = 268,73x + 2,97 1 wartoSci
natezen pradow obliczylam na tej podstawie wartosci stezen D — glukozy, a nastgpnie

dokonatam statystycznej oceny wynikow (tabela 26).

cglukOZ}:l Cir glukozy ﬂ:SE <D oD Odzysk

[mmol-L] [mmol-L | [%]
1,0 - - - -
5,0 6,9 £ 0,2 0,38 0,055 137,9
10,0 9,6 £ 0,6 0,97 0,101 103,7
15,0 15,7 £ 0,6 1,29 0,083 104,4
20,0 20,3 £ 0,9 1,78 0,087 101,5
25,0 259 £ 0,7 1,66 0,064 103,6
30,0 293 £ 1,0 2,26 0,077 102,3

Tabela 26. Statystyczna ocena wynikow. (n =5, p =95 %)

W opracowaniu statystycznym (tabela 26) pominigte zostaly wartosci dla stezenia
D — glukozy ¢ = 1,0 mmol-L", wynika to wysokiej wartosci RSD wykraczajacej poza

akceptowalny w chemii analitycznej poziom (< 10%).

Zakres liniowoS ci
p 1,86 + 30,00
[mmol-L ']
R’ 0,993
LOD
» 0,56
[mmol-L ']
LOQ
p 1,86
[mmol-L ]
Tabela 27. Parametry walidacji biosensora B
1 generacji.

Na podstawie parametrow walidacji wynikOw, zebranych w tabeli 27, a uzyskanych
z pomiarOw metoda amperometryczng mog¢ stwierdzi¢, ze przedstawiona procedura
oznaczania D-glukozy za pomoca biosensora B moze by¢ stosowana do analizy ilo$ciowe;j
roztworéw w zakresie stezen D-glukozy od 1,86 mmol-L™ do 30,00 mmol-L™.
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e Sensory 11l generacji

Obie opracowane elektrody mogly rdwniez pracowac, jako sensory III generacji w mysl
zasady przedstawionej w rozdziale 7. Badanie przeprowadzilam wedlug procedury
przedstawionej w punkcie 4.6. Pomiary w tym przypadku byly prowadzone technika
woltamperometryczng. Rejestrowany prad piku zwigzany jest z utlenianiem oksydazy
glukozowej. Zarejestrowatam woltamperogramy (DPV) probek w zakresie stezen

D — glukozy 1 — 30 mmol-L™" dla biosensoréw A i B.

e Biosensor A
Rysunek 81 przedstawia przyktadowe woltamperogramy oznaczania D — glukozy przy

uzyciu biosensora A.
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0,00003 ! ! !
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Rys. 81. Przyktadowe krzywe woltamperometryczne (DPV) zarejestrowane
wroztworze PBS (pH=7,4) o r6znej zawartoSci D — glukozy
(1 +30 mmol-L") dla biosensora A.

Na prezentowanych woltamperogramach mozna wyraznie zaobserwowaé pik zwigzany
z utlenianiem oksydazy glukozowej przy potencjale E = 0,44 V. Pik poprzedzajacy sygnat
analityczny najprawdopodobniej zwiazany jest z warstwa kompozytu modyfikujacego.

Uzyskane wyniki przedstawitam w tabeli 28.
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1[pA]
Numer serii
Celukozy | 11 11 v A% VI Vil
[mol-L ]

PBS 28,64 28,84 26,02 26,19 27,34 28,27 28,77
0,001 23,95 22,41 21,27 22,02 19,25 20,07 22,56
0,005 22,83 22,86 24,78 23,61 21,77 22,91 21,57
0,010 23,99 23,46 25,36 26,52 24,89 24,47 27,37
0,015 25,63 25,93 28,68 26,81 30,94 30,54 25,90
0,020 32,21 32,99 29,83 28,14 31,08 31,15 27,37
0,025 27,46 30,26 27,49 29,12 30,56 32,02 28,29
0,030 28,25 30,97 28,64 29,48 31,56 33,30 30,76

Tabela 28. Zestawienie zaleznos$ci natgzenia prad (DPV) od stezenia

D — glukozy w PBS o pH = 7,4 (biosensor A).

Niestety w tym przypadku, jak pokazuja to wyniki zamieszczone w tabeli 28, parametry
pracy prezentowanego biosensora III generacji nie pozwalaja na uzyskanie wynikow, ktore
moga by¢ podstawg oznaczenia glukozy. Dlatego zrezygnowatam z dalszej oceny
statystycznej wynikow 1 wykluczytam ten biosensor z dalszych badan.

Analogiczne badania przeprowadzitam dla biosensora B. Tutaj rowniez parametry pracy
biosensora III generacji nie speinialy warunkéw walidacji metody, w zwigzku
z powyzszym zrezygnowalam z ich oceny statystycznej oraz jej dalszego

wykorzystywania.

116




Czes$¢ doswiadczalna

9.1. Podsumowanie parametrow walidacji otrzyvmanych biosensorow

Ten etap badan miat na celu potwierdzenie poprawno$¢ dzialania otrzymanych elektrod

pracujacych zardwno, jako sensory I generacji oraz sensory III generacji.

przedstawilam zestawienie parametréw walidacji dla obu biosensorow.

Sensory I generacji

Biosensor A Biosensor B
Zakres liniowosci
1 0,98 + 30,00 1,86 + 30,00
[mmol-L ]
R’ 0,997 0,993
LOD
1 0,29 0,56
[mmol-L ]
LO
Q_l 0,98 1,86
[mmol-L ']
Tabela 29. Zestawienie parametrow walidacji dla obu elektrod

W tabeli 29

W przypadku biosensorow I generacji przeprowadzitam peilng walidacje uzyskanych

wynikow. Przede wszystkim mozna zauwazy¢ rdznice w zakresach liniowosci pomiedzy

biosensorem A oraz biosensorem B. Uwage zwracaja tez bardzo dobre wartosci

wspétczynnika korelacji R%. Biosensory glukozy I generacji wydaja si¢ by¢ odpowiednie

do badan na probkach pochodzenia naturalnego.

Z kolei biosensory A i B nie mogg pracowac jako sensory III generacji. Metoda oznaczania

jest wtedy mato czuta a wyniki niepowtarzalne.
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10. Kwas askorbinowy jako interferent w ilosciowvm oznaczaniu D — glukozy

Kwas askorbinowy to typowy interferent w przypadku wielu oznaczen w chemii
analitycznej. Poznanie jego wplywu jest niezwykle wazne, gdyz wystepuje on bardzo
czesto w roztworach naturalnych. Réwniez, jesli chodzi o prace biosensorow glukozy
nalezalo oceni¢ jego wplyw, na jako$¢ prowadzonego oznaczenia [141].

Oceng interferencji kwasu askorbinowego rozpoczetam od zbadania probek zawierajacych
state stezenie glukozy i zmienne stezenie kwasu askorbinowego.

Bioragc pod uwage mozliwos¢ wplywu kwasu askorbinowego na rejestrowany sygnat
amperometryczny, badanie rozpoczelam uzywajac niskiego stezenia  kwasu
askorbinowego, tj. od 0,1 do 2 mmol-L". Wyniki zostaly przedstawione na rysunku 82

1w tabeli 30 dla biosensora A oraz na rysunku 83 i w tabeli 31 dla biosensora B.
0,00050 r

0mM

¢ (Ask) =
—— ¢ (Ask)=0,1mM
—— ¢ (Ask) =0,5mM
c (Ask) =1 mM
):
):

¢ (Ask)= 1,5 mM
2,0 mM

— ¢ (Ask

< 0,00025

t/s

Rys. 82. Krzywe amperometryczne zarejestrowane w roztworze PBS o pH = 7,4
zawierajacym glukoze o statym stezeniu (¢ = 15 mmol-L™") i zmienne stezenie
kwasu askorbinowego (biosensor A).

¢ glukozzf1 C Ask . I [],LA]
[mmol-L "] | [mmol-L ]

0,0 10,43

0,1 20,75

0,5 71,32

15,0 1,0 189,48
1,5 241,64

2,0 329,80

Tabela 30. Zestawienie natgzen pradu
mierzonego po 28 s dla roztworow o stalej
zawartosci D — glukozy (¢ = 15 mmol-L™")
i zmiennym stezeniu kwasu askorbinowego
(biosensor A).
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0,00050

0O0000O0

< 0,00025 -

t/s

Rys. 83. Krzywe amperometryczne zarejestrowane w roztworze PBS o pH = 7,4
zawierajacym glukoze o statym stezeniu (¢ = 15 mmol-L™") i zmienne stezZenie
kwasu askorbinowego (biosensor B).

¢ glukozzf1 C Ask 4 I [HA]
[mmol-L "] | [mmol-L "]

0,0 7,08

0,1 17,78

0,5 72,55

15,0 1,0 137,02

1,5 196,65

2,0 241,53

Tabela 31. Zestawienie natgzen pradu
mierzonego po 28 s dla roztwordw o stalej
zawartosci D — glukozy (¢ = 15 mmol-L™")
i zmiennym stezeniu kwasu askorbinowego
(biosensor B).

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze kazdy dodatek kwasu askorbinowego
podwyzsza warto$¢ rejestrowanego natezenia pradu. Przy niskich stezeniach kwasu
askorbinowego, zmiany te nie sg tak gwattowne, jednak wraz ze wzrostem stezenia kwasu
askorbinowego stajg si¢ one coraz bardziej wyrazne. Ponadto przy najwyzszej zawartosci
kwasu askorbinowego, na zalaczonych amperogramach pojawiaja si¢ coraz wigksze

problemy z ustabilizowaniem warto$ci nat¢zenia pradu. Analizujac powyzsze dane mozna
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zalozy¢, iz dodatek kwasu askorbinowego bedzie wpltywal na oznaczanie stezenia

D — glukozy. Im wyzsze stezenie kwasu askorbinowego tym wiekszy wplyw na wynik

oznaczenia. Jedynie bardzo niskie stezenie interferenta rzedu ¢ = 0,1 mmol-L"' moze da¢

szanse na wyeliminowanie jego dziatania interferencyjnego.

Proby takie

zostaty podjete, a ich wyniki przedstawilam na rysunkach 84, 85, 86

oraz w tabeli 32.

0,00030

0,00025

0,00020

I/A

0,00015

0,00010

0,00005

0,000100

0,000075

< 0,000050

0,000025

c (gluk) =1 mM

¢ (gluk) =5 mM

¢ (gluk) = 10 mM
¢ (gluk) = 15 mM
¢ (gluk)
¢ (gluk)
¢ (gluk)

=20 mM
=25mM
=30 mM

gluk
gluk
gluk

0 10 20 30
t/s

Rys. 84. Krzywe amperometryczne zarejestrowane w roztworze PBS o pH = 7,4
zawierajacym kwas askorbinowy o statym stezeniu (c = 1,0 mmol-L™") i zmienne
stezenie glukozy (biosensor A).

c(gluk) =1 mM

¢ (gluk) =5 mM

¢ (gluk) = 10 mM
¢ (gluk) = 15 mM
¢ (gluk) =20 mM
¢ (gluk) = 25 mM
¢ (gluk) = 30 mM

T

t/s

Rys. 85. Krzywe amperometryczne zarejestrowane w roztworze PBS o pH = 7,4
zawierajacym kwas askorbinowy o statym stezeniu (¢ = 0,1 mmol-L™') i zmienne
stezenie glukozy (biosensor A).
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I[pA]
Celukozy _ -1 _ -1 _ 1
1 Cask = 0,0 mmol-L | cpq = 0,1 mmol-L | ¢y = 1,0 mmol-L
[mmol-L ]
1,0 1,28 19,28 100,90
5,0 2,82 19,93 115,30
10,0 4,17 22,28 130,60
15,0 5,10 23,43 141,60
20,0 6,27 24,40 137,40
25,0 7,43 26,77 145,30
30,0 7,56 24,33 132,80
Tabela 32. Zestawienie nat¢zen pradu mierzonego po 28 s dla roztworéw o zmiennym stezeniu D — glukozy
i stalym stezeniu kwasu askorbinowego (¢ = 0,0 mmol-L", 0,1 mmol-L" oraz 1,0 mmol~L’1) (biosensor A).

300,0 + 300 T
y=0,31x + 18,80
R?=0,981

25,0 +

20,0 +
250,0 +
T 150 +
= y=0,25x+1,39
10,0 + R?2=0,989
200,0 + A
5,0 +
0,0 t t t t t !
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0
150,0 +

€ glukozy [MMoI-L1]

1[uA]

y=2,91x + 99,55

1000 & R?= 0,989
y=0,31x + 18,80
R2=0,981
y=0,25x + 1,39
200 R?=0,989
B — —— —i- —l— —— O
00 +& A * ¥ i 1 Lﬁ
00 50 100 15,0 20,0 25,0 30,0
€ glukozy [Mmol-L?]
A c (Ask) =0,0 mmol/L ¢ (Ask) =0,1 mmol/L @ c(Ask) =1,0 mmol/L

Rys. 86. Wykres zalezno$ci natezenia pradu (pomiary amperometryczne) od stezenia D — glukozy (¢ = 1 + 30 mmol-L™")
dla roztworow w PBS (pH = 74) z dodatkiem kwasu askorbinowego

(¢=0,0 mmol-L", 0,1 mmol-L™" i 1,0 mmol-L") (biosensor A).

(o]

stezeniu
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Jak mozna zaobserwowac na rysunku 89 niewielki dodatek wptywa na podwyzszenie
wartosci pragdowych jednak parametry takie jak czulo$¢ czy wspdlczynnik korelacji
pozostaja na poroOwnywalnym poziomie. Dalsze zwigkszanie zawartosci kwasu
askorbinowego w roztworze powoduje nie tylko drastyczny wzrost warto$ci nat¢zenia,
dodatkowo pojawiaja si¢ zmiany wszystkich parametréw krzywej oraz zawg¢zony zostaje
zakres jej liniowosci. W przypadku tego biosensora mozna prowadzi¢ oznaczenie
D — glukozy w obecnosci kwasu askorbinowego pod warunkiem, ze jego st¢zenie nie
przekroczy ¢ = 0,1 mmol-L", bedzie na stalym poziomie oraz po weczeéniejszej kalibracji
biosensora w obecnosci kwasu askorbinowego.

Podobne wyniki uzyskatam dla biosensora B I generacji, przedstawitam je na rysunkach
87, 88, 89 oraz w tabeli 33. Przypadek biosensora A 1 biosensora B jest analogiczny. Tu
takze mozna prowadzi¢ oznaczenie D — glukozy w obecnosci kwasu askorbinowego pod
warunkiem, Ze jego stezenie nie przekroczy ¢ = 0,1 mmol'L™" w stosunku do glukozy
o stezeniu ¢ = 15 mmol-L”, bedzie na statym poziomie oraz po wczesniejszej kalibracji

biosensora w obecnosci kwasu askorbinowego.
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0,00030
c (gluk) =1 mM
¢ (gluk) = 5 mM
L — c(gluk) =10 mM
\ —— c(gluk) = 15 mM
¢ (gluk) =20 mM
—— ¢ (gluk) =25 mM
0,00025 —— ¢ (gluk) = 30 mM

< 0,00020

0,00015

0,00010 L L L ! L
0 10 20 30
t/s
Rys. 87. Krzywe amperometryczne zarejestrowane w roztworze PBS o pH = 7,4
zawierajacym kwas askorbinowy o stalym stezeniu (c = 1 mmol-L™") i zmienne
stezenie glukozy (biosensor B).
0,000100
c (gluk) =1 mM
— c(gluk) =5 mM
L — c(gluk) = 10 mM
—— c(gluk) =15 mM
c (gluk) =20 mM
¢ (gluk) = 25 mM
0,000075 c (gluk) = 30 mM
< 0,000050
0,000025
0 | |
0 10 20 30
t/s
Rys. 88. Krzywe amperometryczne zarejestrowane w roztworze PBS o pH = 7,4
zawierajacym kwas askorbinowy o statym stezeniu (¢ = 0,1 mmol-L™') i zmienne
stezenie glukozy (biosensor B).
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1[pA|
Cglukozy 1 1 1
[mmol-L'l] Cask = 0,0 mmol-L | ¢ = 0,1 mmol'L | ¢y = 1,0 mmol-L

1,0 1,29 20,23 155,60
5,0 2,90 21,33 148,40
10,0 4,27 23,76 150,40
15,0 5,24 24,73 146,30
20,0 5,99 23,24 121,90
25,0 6,80 26,30 180,50
30,0 7,88 27,77 170,20

Tabela 33. Zestawienie nat¢zen pradu mierzonego po 28 s dla roztworéw o zmiennym stezeniu D — glukozy
i stalym stezeniu kwasu askorbinowego (¢ = 0,0 mmol-L", 0,1 mmol-L" oraz 1,0 mmol-L’l) (biosensor B).

350,0

300,0

250,0

200,0

I [nA]

150,0

100,0

50,0

0,0

— 300 T
250 +
/ﬂ
T 200 +
y=0,26x+ 20,39
= 150 + R?=0,942
3 y=0,22x+1,62
T~ 100 + R?=0,964
50 +
y=0,90x + 145,69
T 0,0 t t t t t { RZ = 0’549
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 N
€ glukozy [MmMoOI-L1] —
- ¢ ———— 3 °
(o4
y=0,26x + 20,39
R2=0,942  y=0,22x + 1,62
i R? = 0,964
- —— —— - = —- —£
L a A — —a— & —a— 2
0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

C glukozy [mmOI'L-I]

A c (Ask) =0,0 mmol/L ¢ (Ask) =0,1 mmol/L

@ ¢ (Ask) =1,0 mmol/L

Rys. 89. Wykres zaleznosci natezenia pradu (pomiary amperometryczne) od stgzenia D - glukozy (¢ = 1 + 30 mmol-L™)

dla  roztwordw

(¢=0,0 mmol-L", 0,1 mmol-L™" i 1,0 mmol-L™") (biosensor B).

w PBS (pH = 74) z dodatkiem kwasu askorbinowego

0  stezeniu
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11. Przvkrycie enzymu warstwa polimeru

Postanowilam okresli¢ na przykladzie biosensora A 1 generacji jego odpowiedZz na
zmieniajace si¢ stezenie D — glukozy w przypadku natozenia na unieruchomiong oksydaze
glukozowa dodatkowej, cienkiej warstwy polimeru. Warstwa ta w zalozeniu miataby
chroni¢ enzym przed dzialaniem czynnikdw zewnetrznych i by¢ moze w ten sposob
poprawi wyniki oznaczania D — glukozy.

W tym celu przygotowalam dwa identyczne biosensory A, przy czym jeden z nich
pozostawilam bez zmian, natomiast na drugi nalozylam dodatkowa warstwe polimery.
Nakladanie tejze warstwy odbywato si¢ w wyniku elektropolimeryzacji z roztworu
zawierajacego 10 mol-L" EDOT w 0,1 mol-L" PSSLi przy potencjale E = 1 V
wczasiet=35s.

Jeszcze przed przeprowadzeniem pomiarow zaktadatam, ze moze nastapi¢ spadek wartosci
nat¢zenia pradu wynikajagcy z ograniczenia kontaktu pomigdzy unieruchomionym
enzymem a badanym roztworem. Uzyskane wyniki przedstawitam w tabeli 34

oraz na rysunku 90.

I [pA]
c Enzym
glukoz-if Enzym +
[mol-L ] polimer
0,001 6,97 5,26
0,005 8,46 5,86
0,010 10,37 9,21
0,015 10,83 7,55
0,020 12,56 8,87
0,025 18,41 14,54
0,030 14,62 9,74
0,040 17,22 12,54
0,050 21,00 13,66
Tabela 34. Zalezno$¢ natgzenia pradu piku
(pomiary amperometryczne) od wzrastajacego
stezenia D — glukozy dla biosensora A I generacji
zenzymem ,odkrytym,” oraz ,przykrytym”
warstwa polimeru.
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250 +

y = 268,70x + 7,00
R? = 0,991

20,0 +

150 +
<
-
— 100 +
y=175,57x +5,03
R%=0,989
5,0 -
0,0 I I I I I
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050

C glukozy [m°|°|--1]

AEnzym B Enzym + polimer

Rys. 90. Wykres zalezno$ci nat¢zenia pradu piku (pomiary amperometryczne) od wzrastajacego stezenia
D — glukozy dla biosensora A I generacji z ,,odkrytym” enzymem oraz enzymem ,,przykrytym” dodatkowa
warstwa polimeru.

Przykrycie oksydazy glukozowej dodatkowa warstwa polimeru w przypadku biosensora
I generacji, powoduje zgodnie z oczekiwaniami spadek rejestrowanych warto$ci nat¢zenia,

co prowadzi do pogorszenia parametrow pracy danego biosensora.

126



Czes$¢ doswiadczalna

12. llosciowe oznaczanie stezenia D — glukozy w produktach pochodzenia

naturalnego.

Kolejnym etapem moich badan bylo sprawdzenie mozliwosci zastosowania obu elektrod
do oznaczania zawartosci D — glukozy w roztworach pochodzenia naturalnego i
produktach spozywczych. W tym celu podjelam préby oznaczenia D — glukozy w
nastgpujacych probkach: w soku jabtkowym, napoju winogronowym, napoju
energetycznym, miodzie lipowym. Ze wzgledu na fakt, iz pelna walidacja metody zostala
przeprowadzona, gdy elektrody te pracowaly jako biosensory I generacji, badania
przeprowadzitam technikg amperometryczng dla biosensora A oraz biosensora B.

Wszystkie roztwory uzyte do oznaczenia wyzej wymienionych produktow zostaty
przygotowane zgodnie z danymi zawartymi w rozdziale 4.6. Oznaczenia wykonatam

metodg dodatku wzorca.
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e Probki soku jablkowego

a) Biosensor A
Wyniki pomiaré6w wykonanych technika amperometryczng zostaty zebrane w tabeli 35

oraz przedstawione na rysunku 91.

I [uA]
Numer serii

C u z

gy oy o {m | v | v | ovi| v L [nA]
[mol-L ]

Probka 0,82 | 0,81 [ 0,80 | 0,76 | 0,74 | 0,75 | 0,73 | 0,77 + 0,03
badana

0,0025 1,27 | 1,21 | 1,27 | 1,24 | 1,31 | 1,26 | 1,29 | 1,26 + 0,03

0,0100 | 2,97 | 3,12 | 2,89 | 3,11 | 3,00 | 2,98 | 3,07 | 3,02 £ 0,12

Tabela 35. Zestawienie zaleznoSci natezenia pradu (pomiary amperometryczne) od stezenia
D — glukozy w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych sok jablkowy (biosensor A).
Co(S/m"), n=17; p=95%).

35
y=226,77x +0,74
R*=0,999

30 +
2,5
2,0

I [uA]

15
1,0
05 T

0,0 I I I I I
0000 0002 0004 0006 0008 0010
C glukozy [mOI'L_I]

Rys. 91. Wykres =zaleznosci natezenia pradu (pomiary
amperometryczne) od stezenia D — glukozy w metodzie dodatku
wzorca dla probek zawierajacych sok jabtkowy (biosensor A).
Shupki btedow liczone jako t(S/n"?, n=7, p=95%)

Na podstawie otrzymanych wynikow oraz korzystajac z wyznaczonego réwnania funkcji
regresji liniowej y = 226,77x + 0,74 wyznaczylam stezenie oraz przedziat ufnosci
D — glukozy w badanej probce soku jabtkowego, ktdre wyniosto:
¢ =0,33 0,03 mmol-L"
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b) Biosensor B
Wyniki pomiarow dla biosensora B wykonane technikg amperometryczng zostaty zebrane

w tabeli 36 oraz przedstawione na rysunku 92.

I [pA]
Numer serii
c UKoz
oy Ly [ o {m | v | v L, [nA]
[mol-L ]
Probka 1 091 10,93 | 097 | 0.95 | 0.91 [ 091 + 0,05
badana

0,0025 1,64 | 1,47 | 1,54 | 1,78 | 1,73 | 1,63 + 0,16

0,0075 3,00 | 3,12 | 2,77 | 2,93 | 2,74 | 2,91 + 0,15

Tabela 36. Zestawienie zaleznosci natezenia pradu (pomiary amperometryczne) od
stezenia D — glukozy w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych sok
jabtkowy (biosensor B). *t(S/m"),n=5; p=95%)

35 1

30 | y= 265,52x +0,93
R? =0,999

2,5
2,0

I[uA]

15
1,0
05 T

0,0 I I I I
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008
C glukozy [mOI'L-ll

Rys. 92. Wykres =zaleznosci natezenia pradu (pomiary
amperometryczne) od stezenia D — glukozy w metodzie dodatku
wzorca dla probek zawierajacych sok jabtkowy (biosensor B).
Shupki btedow liczone jako t(S/n"?, n=5, p=95%)

Na podstawie otrzymanych wynikéw oraz korzystajac z wyznaczonego réwnania funkcji
regresji liniowej y = 265,52x + 0,93 wyznaczylam st¢zenie oraz przedzial ufnosci
D — glukozy w badanej probce soku jabtkowego, ktdre wyniosto:

¢ = 0,35+ 0,02 mmol-L"
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a) Biosensor A oraz biosensor B
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Analogiczne pomiary wykonatam dla napoju winogronowego. Wyniki pomiaréw

wykonane technika amperometryczng dla biosensora A oraz biosensora B wykonane

technika amperometryczng zostaly zebrane w tabeli 37 i1 38 oraz przedstawione

na rysunku 93 i 94.

I [uA]
Numer serii
C z
gy Ly [ [ [ v | v L, [pA]

[mol-L ]

Probka 11 59 | 1,56 | 147 | 1,57 | 1.54 | 1.55 + 008"

badana

0,0025 2,75 12,80 | 2,63 | 2,72 | 3,00 | 2,78 + 0,17

0,0050 | 4,28 | 3,74 | 3,95 | 3,95 | 4,06 13,98 + 0,19
Tabela 37. Zestawienie zaleznosci natezenia pradu (pomiary amperometryczne) od
stezenia D — glukozy w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych napdj
winogronowy (biosensor A). (S, n=5; p =95%).

1[pA]
Numer serii

C u z

e 'y o [m|v| v L, [pA]
[mol-L ']

Proba |y 0 1141 | 113 | 122 | 145 | 131 = 0.15°
badana

0,0025 2,74 | 2,34 | 2,22 | 2,45 | 2,35 | 2,44 + 0,35
0,0075 4,68 | 4,07 | 4,85 | 4,36 | 4,36 | 4,49 + 0,55
Tabela 38. Zestawienie zaleznosci natezenia pradu (pomiary amperometryczne) od
stezenia D — glukozy w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych napdj
winogronowy (biosensor B). (* (S/n"?), n = 5; p = 95%).
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45 + 60 —
40 —+ y=487,08x +1,55
35 R? = 1,000 50 7 y=421,60x +1,34
2 _
30 40 R? = 0,999
—_ 25 —
< 30
=20 =
T 15 T 20
10 +
10 F
05 +
0,0 % % | 0,0 % % % |
0,000 0,002 0,004 0,006 0000 0002 0004 0006 0,008
C glukozy [mOI'L-]'] C glukozy [mOI'L-ll

Rys. 93. Wykres zaleznosci natgzenia pradu Rys. 94. Wykres zaleznosci natg¢zenia pradu
(pomiary amperometryczne) od stgzenia D — glukozy (pomiary amperometryczne) od stezenia D — glukozy

w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych
nap6j winogronowy (biosensor A). Stupki blgdow napoj winogronowy (biosensor B). Stupki bledow
liczone jako t(S/n"2, n=5, p=95%) liczone jako t(S/n'"?, n=5, p=95%)

Na podstawie otrzymanych wynikéw oraz korzystajac z wyznaczonego rownania funkcji
regresji liniowe;j:
e dla biosensora A y = 487,08x + 1,55 wyznaczylam stezenie oraz przedziat ufnosci
D — glukozy w badanej probce, ktore wyniosto:
¢ = 0,318 + 0,004 mmol-L"
e dla biosensora B y = 421,60x + 1,34 wyznaczylam stezenie oraz przedziat ufnosci
D — glukozy w badanej probce, ktore wyniosto:

¢ = 0,32 + 0,02 mmol-L"’
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a) Biosensor A oraz biosensor B

Czes$¢ doswiadczalna

Analogiczne pomiary wykonatam dla napoju energetycznego. Wyniki pomiarow

wykonane technika amperometryczng dla biosensora A oraz biosensora B zostaly zebrane

w tabeli 39 140 oraz przedstawione na rysunku 95 i 96.

I [nA]
Numer serii

C u z

glukozy o |m || v ] vi| ILipA
[mol-L ]

Probka 1y 1o | 131 [ 128 | 1,11 | 125 | 117 | 1,20 + 0,09°
badana

0,0050 | 2,84 | 2,80 2,73 | 2,53 | 2,45 | 2,65 |2,67 £ 0,21
0,0100 4,06 | 3,71 | 4,23 | 4,24 | 3,86 | 4,01 | 4,02 = 0,22
Tabela 39. Zestawienie zaleznosci nat¢zenia pradu (pomiary amperometryczne) od stezenia
D — glukozy w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych napdj energetyczny
(biosensor A). (* t(S/n'?), n=6; p =95%).

I [nA]
Numer serii

C u z

o by |l [ m | v L, [nA]
[mol-L ']

Prébka 1y 56 | 1,04 | 0,89 | 1,07 | 1,13 | 1,02 = 0,09°
badana

0,0025 1,59 | 1,41 | 1,59 | 1,47 | 1,72 1 1,56 + 0,15
0,0050 2,34 (224 11,94 | 2,28 |2,1912,20 = 0,29
Tabela 40. Zestawienie zaleznosci natezenia pradu (pomiary amperometryczne)
od stezenia D — glukozy w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych
nap6j energetyczny (biosensor B). (* t(S/n"?), n = 5; p = 95%).
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45 + 30 +
40 y=281,72x +1,22
2_ 2,5 +
3,5 R*=0,999 y=235,87x +1,00
30 2,0 R*=0,997
— 25 =15
220 i
T 15 T 10
1,0
05 +
05
0,0 - f f f f { 00 f f {
0,000 0,002 0004 0006 0008 0010 0,000 0,002 0,004 0,006
C glukozy [mOI'L-]'] C glukozy [mOI'L-]']
Rys. 95. Wpykres zaleznosci natgzenia pradu Rys. 96. Wykres zaleznoéci natgzenia pradu

(pomiary amperometryczne) od stgzenia D — glukozy
w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych
napdj energetyczny (biosensor A). Stupki biedow
liczone jako t(S/n'?, n=6, p=95%)

(pomiary amperometryczne) od stezenia D — glukozy
w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych
napoj energetyczny (biosensor B). Stupki bledow
liczone jako t(S/n'"?, n=5, p=95%)

Na podstawie otrzymanych wynikéw oraz korzystajac z wyznaczonego roOwnania funkcji

regresji liniowe;j:

e dla biosensora A y = 281,72x + 1,22 wyznaczylam st¢zenie oraz przedziat ufnosci

D — glukozy w badanej probce, ktore wyniosto:

¢ = 0,43 + 0,03 mmol-L"’

e dla biosensora B y = 235,87x + 1,00 wyznaczylam stezenie oraz przedzial ufnosci

D — glukozy w badanej probce, ktore wyniosto:

¢ = 0,42 + 0,04 mmol-L"’
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e Probki miodu

a) Biosensor A oraz biosensor B

Analogiczne pomiary wykonatam dla miodu. Wyniki pomiaréw wykonane technika
amperometryczng dla biosensora A oraz biosensora B zostaly zebrane w tabeli 41 1 42

oraz przedstawione na rysunku 97 1 98.

1 [pA]
Numer serii

c u z
s oy | | m | oav L, [nA]
[mol-L ]

Probka
badana

452 | 458 | 4,56 | 4,53 | 4,55 + 0,38"

0,0050 | 5,42 | 5,32 (5,38 | 5,36 | 5,37 £ 0,66

0,0150 | 6,58 | 6,70 | 6,65 | 6,68 | 6,64 = 0,76

Tabela 41. Zestawienie zaleznoSci nat¢zenia pradu (pomiary
amperometryczne) od stezenia D — glukozy w metodzie dodatku wzorca
dla probek zawierajacych midd (biosensor A).

 t(S/n"?), n=4; p=95%).

I[pA]
Numer serii
c ukKkoz
gluk .‘IY 1 I 11| v \% L, [nA]
[mol-L"']
Probka 8,51 | 7.81 | 7.44 | 7.10 | 7.41 7,65 + 0,67°
badana

0,0075 |10,13] 9,31 | 9,04 | 8,68 | 8,98 9,23 + 0,69

0,0100 |10,81(10,16| 9,45 | 9,63 | 9,57 | 10,01 + 0,97

Tabela 42. Zestawienie zaleznosci natezenia pradu (pomiary amperometryczne) od
stezenia D — glukozy w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych miod

(biosensor B). (* t(S/n"?), n = 5; p = 95%).
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80 12,0
7,0
10,0
6,0
80
50 = 4
_ = '_6:’;;54'60 y= 229,99 +7,62
3 4,0 ’ i 6,0 + R?=0,992
- 30 =
4,0 +
2,0
10 2,0 +
00 +—+——F—+—F——+—F+—+— 00 + : % % | |
0,000 0,004 0,008 0,012 0,016 0,000 0002 0004 0006 0008 0010
€ glukozy [mOI'L-]'] C glukozy [moI-L'I]
Rys. 97. Wpykres zaleznoéci natgzenia pradu Rys. 98. Wykres zaleznoéci natgzenia pradu
(pomiary amperometryczne) od stgzenia D — glukozy (pomiary amperometryczne) od st¢zenia D — glukozy
w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych w metodzie dodatku wzorca dla probek zawierajacych
miod (biosensor A). Stupki bledéw liczone jako miod (biosensor B). Shupki bledow liczone jako
t(S/n"%, n=4, p=95%) t(S/n"2, n=5, p=95%).

Na podstawie otrzymanych wynikéw oraz korzystajac z wyznaczonego roOwnania funkcji
regresji liniowe;j:
e dla biosensora A y = 137,64x + 4,60 wyznaczylam st¢zenie oraz przedziat ufnosci
D — glukozy w badanej probce, ktore wyniosto:
¢ =3,14 0,15 mmol-L"
e dla biosensora B y = 229,99x + 7,62 wyznaczylam stezenie oraz przedziat ufnosci
D — glukozy w badanej probee, ktore wyniosto:

¢ = 3,28 + 0,35 mmol-L"’

Wyniki oznaczania D — glukozy w miodzie za pomocg biosensora A i B $wiadczg o niskiej

czuto$ci obydwoch czujnikow. Moze to by¢ spowodowane wplywem zlozonej matrycy.
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12.1. Referencyjna metoda oznaczania stezenia D — glukozy

W celu potwierdzenia poprawnosci dzialania zaro6wno biosensora A jak i biosensora B
I generacji do oznaczania D — glukozy w probkach pochodzenia naturalnego nalezalo
oznaczy¢ jej stezenie w kazdej z probek metoda referencyjng. Do wykonania takich
pomiaréw poshizyta mi referencyjna spektrofotometryczna metoda oznaczania st¢zenia
D — glukozy w produktach spozywczych [142]. W metodzie tej przygotowuje si¢ seri¢
roztwordw, zgodnie z opisem podanym w rozdziale 4.7.

Roztwor A zawiera GOD oraz POD w PBS. Roztwor B sklada si¢ z o — dianizydyny
w HCL Roztwor C to tzw. mieszanina reakcyjna sktadajaca si¢ z roztworow A i B.
Roztwor D sklada sie z glukozy 1 kwasu benzoesowego. Wodny roztwor kwasu
siarkowego (VI) to roztwér E. W celu przeprowadzenia pomiaru nalezy przygotowac
3 probowki. W pierwsze] z nich umieszczamy wodg, w drugiej mieszaning wody
iroztworu D natomiast trzecia probowka zawiera roztwdr badany. Rekcje rozpoczyna
dodanie do kazdej z probéwek roztworu C i pozostawienie w tazni wodnej w temperaturze
37°C. Po tym czasie reakcja jest zatrzymywane w wyniku dodania do kazdej probowki
roztworu E. Pomiary absorbancji sg prowadzone wzgledem probowki 1 przy 540 nm,
a zawarto$¢ glukozy wyliczana jest ze wzoru:

(DA, badany)-(0,05)
DA, r.glukozy

(mg~mL"1)=

gdzie:
o DAsr.badany — absorbancja roztworu badanego mierzona przy 540 nm;

e DAsyr.glukozy — absorbancja przygotowanego roztworu glukozy mierzona przy 540 nm;

Wyniki pomiaru absorbancji przedstawitam w tabeli 43, wraz z opracowaniem

statystycznym 1 przeliczeniem na odpowiadajace jej stezenia (tabela 44 145).
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A
Numer serii
Probka I 1T I v \% V1
Miod 0,957 0,970 0,968 0,971 0,970 0,971
Napoj winogronowy| 0,887 0,896 0,896 0,893 0,886 0,894
Sok jablkowy 0,387 0,387 0,388 0,388 0,385 0,348
Napdj energetyczny| 1,470 1,443 1,447 1,460 1,458 1,459

Tabela 43. Zestawienie warto$ci absorbancji w seriach dla metody referencyjnej dla probek pochodzenia naturalnego.

Wyliczone stezenie [mmol-L’'|

Numer serii

Probka I II 11} v \% V1
Miod 0,336 0,341 0,340 0,341 0,341 0,341
Napoj winogronowy| 0,312 0,315 0,315 0,314 0,311 0,314
Sok jablkowy 0,136 0,136 0,136 0,136 0,135 0,122
Napdj energetyczny| 0,516 0,507 0,508 0,513 0,512 0,512

Tabela 44. Zestawienie warto$ci stezen w seriach dla metody referencyjnej dla probek pochodzenia naturalnego.

Probka ¢, [mmol-L"] SD RSD
Miod 0,340 + 0,002° 0,002 | 0,006
Napdj winogronowy 0,313 ? 0,002 0,002 0,005
Sok jablkowy 0,134 + 0,006 0,006 | 0,042
Napoj energetyczny 0,511 = 0,004 0,003 0,007
Tabela 45. Statystyczna ocena  wynikow (P t(S/n'?), n=6;p=95%)
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12.2. Podsumowanie dotvczace oznaczen w probkach pochodzenia

naturalnego

-1
€ glukozy [Mmol-L ]
C referencyjne

[mmol-L™"]

Probka
Biosensor A Biosensor B

Sok jablkowy | 0,33 +£0,03 0,35+ 0,02 0,134 + 0,006

~ Napoj 0318+ 0,004 | 032+0,02 | 03130,002
winogronowy

Napoy 0,43 £ 0,03 0,42+0,04 | 0,511 = 0,004
energetyczny

Miéd 3,14+0,15 | 328+035 | 3.399+0,020

Tabela 46. Porownanie wartosci stezen D — glukozy dla obu biosensoréw i metody
referencyjnej dla probek pochodzenia naturalnego.

Jak wida¢ na przedstawionym w tabeli 46 wyniki uzyskane metodg referencyjng r6znig si¢
od wynikdw uzyskanych za pomocag biosensorow dla niektorych probek. Metoda
referencyjna oparta jest o enzymatyczny mechanizm spektrofotometrycznego oznaczania
D — glukozy wykluczajacy wptyw kwasu askorbinowego. W zestawieniu, wartosci st¢zen
zmierzone za pomocg obu biosensorow sg do siebie zblizone. Ponadto w przypadku napoju
winogronowego 1 miodu wynik ten jest porownywalny z warto$cig uzyskang dla metody
referencyjnej. Dla soku jabtkowego stezenie uzyskane metoda referencyjng jest znacznie
nizsze niz stezenie zmierzone przy pomocy biosensoréw. Moim zdanie r6znica ta wynika
z wigkszej wrazliwosci biosensorow na obecno$¢ kwasu askorbinowego, ktory w soku
jablkowym jest uzywany, jako przeciwutleniacz. Wyzsza warto$¢ st¢zenia D — glukozy
w napoju energetycznym okreslona metoda referencyjng w poréwnaniu z biosensorami jest
najprawdopodobniej zwigzana z czasem trwania pomiaru. Stwierdzitam w czasie badan, iz
produkty tego typu sa bardzo wrazliwe na kontakt z atmosfera oraz promieniami
stonecznymi, na co narazone s3 po otworzeniu opakowania. W metodzie
spektrofotometrycznej ekspozycja ta wynosi az 30 minut, podczas gdy dla biosensora jest

to okoto 5 minut, co stanowi istotng roznicg.
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13. Przvgotowanie elektrody typu plaster miodu.

Chcac sprawdzi¢ mozliwo$¢ oznaczania glukozy na poziomie nizszych stezen
postanowitam przygotowac elektrody typu plaster miodu, ktore nastepnie mogtyby zostaé
uzyte do unieruchomienia enzymu. W zwigzku z powyzszy elektrody te musiaty posiadac
na swojej powierzchni wolne grupy karboksylowe. Zastosowanie tego typu obiektéw ma
na celu zwickszenie rzeczywistej powierzchni elektrody przy jednoczesnym zachowaniu
powierzchni geometrycznej. Zabieg ten pozwala na zwickszenie czulo$ci danej elektrody.

Proces jej przygotowania sktadat si¢ z kilku etapow.

13.1. Przygotowanie powierzchni elektrody zlotej.

Pierwszym etapem w otrzymaniu elektrody typu plaster miodu, bylo odpowiednie

przygotowanie jej powierzchni. W tym celu elektroda byla wstgpnie szlifowana na
0,0001

ol. Autest papierze sciernym

i J\/N‘j 0 wzrastajgcej gradacji,

0 g a nastgpnie polerowana

- w roztworze tlenku glinu do

-0,0001 |- momentu osiggniecia
i lustrzane;j powierzchni
pozbawione] defektow.

W kolejnym etapie

elektroda byla czyszczona

0.3 0.2 0.7 12 7w mieszaninie chromowe;j
ENV

Rys. 99. Krzywa woltamperometryczna (CV) elektrolitu oraz acetonie. Przngtowana

W podstawowego (1 mol-L' HCIO,) zarejestrowana na elektrodzie ten  sposob owierzchnia
zlotej przygotowanej do modyfikacji, v =200 mV/s. p p

musiata  by¢  nastepnie
aktywowana chemicznie. Proces aktywacji przebiegat w roztworze 1 mol-L"' HCIO, i byt
prowadzony technika woltamperometrii cyklicznej w zakresie potencjatéw od E = -0,25 V
do E = 1,6 V 1 trwal co najmniej 100 cykli. Ksztalt krzywej woltamperometrycznej (CV)
elektrolitu podstawowego zarejestrowany na elektrodzie zlotej przygotowanej do
modyfikacji przedstawia rysunek 99.Dla dalszego przygotowania elektrody kluczowe;j

bylo, aby powierzchnia elektrody po aktywacji pozostawata zwilzona.
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13.2. Nalozenie matrycy polistyrenowej

Po przygotowaniu powierzchni elektrody, nalezato nalozy¢ na nig monowarstwe¢ matrycy.
Do tego celu poshizyly kulki polistyrenowe (PS) o $rednicy 0,46 um przygotowane
w formie 4% roztworu w 0,04 mol-L" SDS (dodecylosiarczan sodu). Aktywowana
elektrode umieszczalam w przygotowanym zestawie wkraplaczy przedstawionym
w rozdziale 2.6. na rysunku 47. Na elektrode nanositam krople 0,04 mol-L™ SDS, w ktora
nastgpnie wprowadzalam krople (< 50 pL) roztworu PS i pozostawialam na 10 minut.
Po tym czasie elektrode zalewatam catkowicie 0,04 mol-L™ SDS i ustawiatam pod katem
okoto 60°, po czym dekantowatam roztwor znad elektrody z predkoscia 0,1 mL-s™. Proces

ten obrazuje rysunek 100.

Elektroda
zhota

Rys. 100. Schemat naktadania matrycy polistyrenowe;.

Po wyschnigciu na powierzchni elektrody pozostaje monowarstwa kulek polistyrenowych.
Kluczowymi parametrami podczas naktadania matrycy kulek polistyrenowych byt kat
nachylenia elektrody podczas zlewania roztworu, szybko$¢ zlewania oraz stezenie
roztworu SDS. Optymalny kat nachylenia to 60°. Dobor mniejszego kata powoduje
problemy z odmyciem nadmiaru polistyrenu, co skutkuje powstaniem struktury zaburzonej
lub wielu warstw matrycy. Zwiekszenie kata zlewania roztworu SDS powoduje zerwanie
monowarstwy polistyrenu z powierzchni elektrody. Réwnie istotna jest szybko$¢ zlewania.
Zbyt duza szybko$¢ rowniez spowoduje zerwanie monowarstwy polistyrenu wraz
ze sptywajacym roztworem, jezeli natomiast b¢dzie ona zbyt mata spowoduje powstanie
niewystarczajacej sity do odmycia nadmiaru polistyrenu.

Wazna jest rowniez rola dodatku i stgzenia SDS. Pomiary dowiodly, iz stezenie surfaktanta
musi osiagna¢ 0,04 mol-L". Gdy jest ono znacznie ponizej tej wartoéci na powierzchni
elektrody zlotej nie pozostaja praktycznie zadne kulki PS. Podniesienie stezenia SDS
w roztworze, chociaz wciaz ponizej wartosci krytycznej, warunkuje powstanie matych
domen luzno spakowanych heksagonalnych warstw lub monowarstwy kulek PS w formie
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paskéw. Dalsze podnoszenie st¢zenia SDS powoduje coraz gestsze upakowanie
otrzymanej struktury. Przy optymalnym stezeniu surfaktanta, otrzymywatam
heksagonalnie, $cisle utozong strukture na catej powierzchni elektrody, nawet pomimo jej
defektow. Podwyzszenie st¢zenia powyzej wartosci optymalnej powoduje przekroczenie
wartosci krytycznej czego wynikiem jest otrzymanie multiwarstwy PS. Z prowadzonych
badan wynika, iz aby uzyska¢ optymalng monowarstw¢ nalezy przekroczyé znaczaco
krytyczne stezenie micelarne dla SDS (CMC = 0,008 mol-L™") [143, 144]. Ponadto
obecnos¢ SDS zmniejsza napigcie powierzchniowe, co pozwala na uformowanie warstwy
polistyrenu na granicy faz roztwor — powietrze podczas wynurzania elektrody [145] oraz
zabezpiecza roztwor SDS, bedacy zawiesing przed agregacja oraz koagulacja [146].

Przeprowadzone badania pokazaty wyrazny zwigzek pomigdzy stezeniem roztworu SDS
a formowaniem si¢ heksagonalnej matrycy polistyrenu. Mozna to wyjasni¢ poprzez kilka
zjawisk. Przede wszystkim dodatek surfaktanta zwigksza site jonowa roztworu, co jest sitg
napedowa migracji kulek polistyrenu z wewnatrz roztworu na granice faz. Ponadto

oddziatywanie pomiedzy surfaktantem a polistyrenem promujg powstanie heksagonalnej

nm

ol Warstwy matrycy dzigki stabilizacji termodynamiczne;

1ol [147]. Rowniez silne hydrofobowe oddzialywanie

woy  pomiedzy surfaktantem a powierzchnig ztota aktywuje

80

sity osmotyczne, ktore kierunkujg kulki polistyrenu na
60

" podlozu ku sobie. Dodatkowo obecnos¢ SDS

»| Wroztworze spowalnia parowanie elektrolitu na

granicy faz podczas wynurzania dzigki czemu

1,0 1,5

Rys. 101. Obraz AFM matrycowej | warstwa heksagonalna ma wigcej czasu na

monowarstwy polistyrenu nalozonego . . .
7 4% roztworu PS w 0,04 mol-L" SDS. uformowanie si¢ [148]. Dobrze zorganizowane

regiony powstale na poczatku procesu dziatajg jako centra nukleacji podczas formowania
si¢ monowarstwy. Proces ten przebiega w réwnowadze pomiedzy sitami
termodynamicznymi 1kinetycznymi [146]. UloZzona matryca polistyrenowa zostata

przedstawiona na rysunku 101.
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13.3. Modyfikacja kompozytem przewodzacym

Po nalozeniu matrycy polistyrenowej, kolejnym etapem byta polimeryzacja. W jej wyniku
otrzymalam trzy elektrody, z czego dwie posiadaja wolne grupy karboksylowe.
Na szczegdlng uwage zastuguje problem grubosci powstajacej warstwy. Jej optymalna
wysokos¢ to warto$¢ promienia uzytych kulek PS. Jej przekroczenie moze skutkowac
zniszczeniem struktury po rozpuszczeniu PS i zapadaniem si¢ poréw do wewnatrz.
Pierwsza z elektrod (Elektroda 1) zostata otrzymana w wyniku elektrolizy przy stalym
potencjale E = 1 V w czasie t = 5 s z roztworu 0,01 mol'L’ EDOT - u
w 0,1 mol-L" PSSLi. Elektroda ta daje mozliwos¢ enkapsulacji wybranych zwiazkoéw
wewnatrz powstatych porow.

Druga z elektrod (Elektroda 2) zostata otrzymana w wyniku elektrochemicznej syntezy
PEDOT — u w obecnosci kwasu poliakrylowego z roztworu zawierajacego
1,5 mg-mL" kwasu poliakrylowego oraz 0,01 mol-L" EDOT — u w 0,1 mol-L" PSSLi
w warunkach E=1 V orazt=735s.

Trzecia elektroda (Elektroda 3) zostala zmodyfikowana elektrochemicznie syntezowanym
PEDOT — em w obecnosci kwasu antranilowego z roztworu PSSH przy pomocy
woltamperometrii cykliczne;. Roztwor do polimeryzacji sktadat si¢
z 0,005 mol-L" EDOT — u oraz 0,005 mol-L" kwasu antranilowego w 0,1 mol-L" PSSH.
Parametry elektropolimeryzacji to zakres potencjalow E = -0,4 + 1,2 V, szybkos¢
skanowania v =20 mV/s oraz n = 9 cykli.

W przypadku elektrody 2 1 3 obecnos¢ wolnych grup karboksylowych zostata
potwierdzona testem opisanym w rozdziale 5.3.

Po procesie polimeryzacji nalezato rozpusci¢ matryce, co nastgpowato w toluenie w czasie
24 godzin. Schemat procesu otrzymania elektrody typu plaster miodu przedstawia
rysunek 102, natomiast obraz elektrody typu plaster miodu po rozpuszczeniu matrycy

przedstawia rysunek 103.
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Q)

A 4 4 4 4 4o A

Rys. 102. Schemat otrzymywania mikrostrukturalnej
elektrody typu plaster miodu: A — natozona matryca
polistyrenu, B — elektropolimeryzacja na matrycy,
C — rozpuszczenie matrycy.

SEM MAG: 10.0 kx
PEDOT mala probka"

Rys. 103. Obraz SEM heksagonalnie utoZonej
mikrostruktury dla elektrody 1.
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13.4. Charakterystyka parametrow fizycznych otrzyvmanych  warstw

mikrostrukturalnych

e Elektroda 1

Zostala zmodyfikowana kompozytem PEDOT/PSSLi o grubosci okoto 100 — 120 nm.

Sumaryczna powierzchnia poréw wyniosta 40% powierzchni elektrody zlotej, co wigzato

si¢ z rozwinieciem powierzchni i dato 47,5% wicksza warto$¢ niz w przypadku elektrody

niemodyfikowanej. Powyzsze dane odzwierciedla rysunek 104.
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Rys. 104. Mikrostrukturalna elektroda 1: A — obraz AFM mikrostruktury, B — przekrdj, C — obraz 3D AFM
mikrostruktury, D — heksagonalne utozenie porow w mikrostrukturze.
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e Elektroda 2
Zostala zmodyfikowana kompozytem (PEDOT+PAA)/PSSLi o grubosci okoto 90 — 100
nm. Sumaryczna powierzchnia poréw wyniosta 35% powierzchni elektrody zlotej,
co wigzalo si¢ z rozwinigciem powierzchni i dato 42% wigksza warto$¢ niz w przypadku

elektrody niemodyfikowanej. Powyzsze dane odzwierciedla rysunek 105.
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Rys. 105. Mikrostrukturalna elektroda 2: A — obraz AFM mikrostruktury, B — przekrdj, C — obraz 3D AFM
mikrostruktury, D — heksagonalne utozenie porow w mikrostrukturze.
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e Elektroda 3
Charakteryzowata si¢ gorszymi parametrami od dwoch pierwszych obiektow. Zostata ona
zmodyfikowana kompozytem (PEDOT+AA)/PSSH o grubosci okoto 30 nm. Sumaryczna
powierzchnia poro6w wyniosta 6% powierzchni elektrody zlotej, co wigzalo sig
Z nieznacznym rozwini¢ciem powierzchni i dalo 5,6% wieksza warto$¢ niz w przypadku

elektrody niemodyfikowanej. Powyzsze dane odzwierciedla rysunek 106.
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Rys. 106. Mikrostrukturalna elektroda 3: A — obraz AFM mikrostruktury, B — przekrdj, C — obraz 3D AFM
mikrostruktury, D — heksagonalne utozenie porow w mikrostrukturze.
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13.5. Charakterystyka chemiczna otrzymanych warstw

mikrostrukturalnych.

Otrzymane elektrody zostaly sprawdzone w pomiarach elektrochemicznych technikg
woltamperometrii cyklicznej (CV) w elektrolitach podstawowych (1 mol'L' KCI
oraz PBS). Ich wynik zostal przedstawiony na rysunku 107.

A
04-4 —— PEDOT/PSSLI
---- PEDOT-PAA/PSSLi
i PEDOT-AA/PSSH
<
(S
= 0,0 =
-04 T T T T T T T ' I '
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
0.4 — B EN
] ——PEDOT/PSSLI
----PEDOT-PAA/PSSLi
02+ oo PEDOT-AA/PSSH 2T
< |
£
0,0 —
-0,2 T T T T T T T v I '
1,0 0,5 0,0 0,5 1,0
EN

Rys. 107. Cykliczne woltamperogramy zarejestrowane w elektrolitach
podstawowych: A — 1 mol'L’' KCI; B—PBS, E=-1+1V, v=200mV/s na
elektrodzie modyfikowanej strukturami typu ,,plaster miodu”.

Jak mozna zauwazyC, szeroki zakres potencjalow warstwy podwoédjne] wynoszacy
od E = -0,65 V do E = 0,9V pozwala na badanie procesow elektrodowych.
Wynika to z bardzo niskiego potencjatu utleniania PEDOT — u.

Ocenitam roéwniez wspotczynnik chropowatosci otrzymanych elektrod na podstawie
warto$ci natezenia pradow utleniania heksacyjanozelazianu (II) potasu — K4[Fe(CN)s]
w odniesieniu  do  niemodyfikowanej elektrody zlotej zmierzonych technika
woltamperometrii cyklicznej dla réznych szybkosci skanowania (v = 20, 50 100, 150 oraz

200 mV/s) (rysunek 108).
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0,3
v =20 mV/s
J v =50 mV/s
v =100 mV/s
0,2 - v =150 mV/s
v =200 mV/s
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-0,3 0,0 0,3 0,6
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Rys. 108. Cykliczne woltamperogramy zarejestrowane w 0,005 mol-L
Ku[Fe(CN)¢] w 1 mol-L™! KCl na elektrodzie PEDOT — PAA/PSSLI.

Dla procesow odwracalnych warto$¢ nat¢zenia pradu piku opisuje rdwnanie Randles’a —
Sevcik’a:
1,=2,69-10°-n"?-4-Dy? -v''"* - Cy,
gdzie:
o ] = natezenie pradu piku [A];
e 7 -ilos¢ elektronow bioracych udziat w reakcji elektrodowe;;

e 4 - powierzchnia elektrody [cm®];
e D, - wspdlczynnik dyfuzji [em?s™];
e - szybko$§é¢ zmian potencjatu [Vs™];
e (C, - stezenie depolaryzatora [mol(cm®)™];
Jezeli pomiary zostaly przeprowadzone w tym samym roztworze dla dwoch rdznie

modyfikowanych elektrod, natezenie pradéw pikow opisuja rOwnania:
1,=2,69-10"-n°"2 - 4, - D2 -v'"? - Cy,,
1,,=269-10"-n"" - 4,- D2 -v'"* - Cy,,
gdzie:
o ] o nat¢zenie pradu piku elektrody ztotej niemodyfikowane;;

o ] b2 nat¢zenie pradu piku elektrody ztotej modyfikowanej;
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Stosunek tych natezen pradéw bedzie rowny stosunkowi powierzchni badanych elektrod
1 bedzie opisywat zmiang rzeczywistej powierzchni elektrody:
A2

7 =IL2=
r A]

1

pl
W zwiazku z tym, ze otrzymane elektrody modyfikowane zbudowane sa z kompozytu
przewodzacego o jednorodnej strukturze, na ich powierzchniach znajduja si¢
rozmieszczone centra red — ox. Wspolczynnik chropowatosci elektrody zalezy nie tylko od
jej rzeczywistej chropowatosci, lecz rowniez od liczby centrow red — ox. Wspotczynnik
chropowatosci dla badanych elektrod wynosi odpowiednio: dla elektrody 1 — 1,27;
elektrody 2 — 1,40 oraz elektrody 3 — 0,9. Warto$¢ nizsza niz 1 oznacza, ze pomimo
rozwini¢cia powierzchni rzeczywistej liczba centréw red — ox na powierzchni elektrody
zmniejszyta si¢. Wynika to z charakteru kompozytu PEDOT — AA 1 jego gorszych
wiasciwosci elektrochemicznych w odniesieniu do samego PEDOT — u.

Ponadto sprawdzitam wplyw struktury otrzymanych elektrod na ich wilasnos$ci

elektrochemiczne. Uzylam w tym celu modelu Comptona [149, 150]. Dla elektrod

spetiajacych zalozenia tego modelu zalezno$é —= = f(v) jest rosngca, a rozdziat pikow

v

maleje wraz ze wzrostem giebokosci porow. W przypadku badanych elektrod parametr

definiujacy rozmiar por6w wynosi Ly = 1 + 0,4, co oznacza iz znajduja si¢ one na granicy

podziatu pomiedzy elektrodami planarnymi i porowatymi. Zalezno$¢ —== f(v) ma

v

charakter staly natomiast separacja pikdw rosnie. Na tej podstawie moge stwierdzi¢, ze
pomimo struktury plastra miodu, badane elektrody zachowuja si¢ jak obiekty planarne,
co jest zwigzane z geometrig porow, ktoérych to glebokos¢ jest rowna badz mniejsza od ich
Srednicy.

Kolejnym narzgdziem do badania otrzymanych elektrod byla elektrochemiczna
spektroskopia impedancyjna (EIS). Rysunek 109 przedstawia diagram Nyquista dla
badanych elektrod w 1 mol-L™ KCI.
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Rys. 109. Diagram  Nyquista dla  otrzymanych  elektrod

mikrostrukturalnych.

Otrzymane wyniki porownatam z modelami dla elektrod porowatych [151 — 154]. Zgodnie
z porownanymi modelami, pory wystepujace w strukturze plastra miodu o S$rednicy
r = 0,23 um i glebokosci I = 0,1 + 0,2 um tworzg strukture chropowatg a nie porowatg.
Otrzymane elektrody zachowuja si¢ jak obiekty polaryzowalne o bardzo dobry
wlasciwosciach. W obszarze czgstotliwosci wysokich mozna zaobserwowac¢ zmiang
przebiegu krzywych, co jest w zgodzie z mikrostrukturg materiatdbw kompozytowych.

Krzywe dla elektrody 1 1 elektrody 2 majg ten sam ksztalt i charakteryzujg si¢

przesunigciem zwigzanym z r6zng gruboscig warstwy modyfikujacej, z czego wynikaja
Natomiast  podobny  ksztalt
Inny

roznice ~ w przewodnictwie  tych  materialow.
w czgstotliwosciach wysokich §wiadezy o zblizonej strukturze obu materialow.
ksztalt krzywej Nyquista dla elektrody 3 dla wysokich czestotliwos$ci sugeruje, ze powstata
mikrostruktura ma inny charakter niz struktura samego PEDOT — u. Mniejsze nachylenie
krzywych przy niskich czgstotliwosciach $§wiadczy o pogorszeniu polarnosci tejze

elektrody. Jest to spowodowane dodatkiem kwasu antranilowego.
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13.6. Pomiar stezenia D — glukozy z uzyciem elektrod mikrostrukturalnych

typu plaster miodu.

W zwigzku z tym, ze elektrody mikrostrukturalne modyfikowane kompozytem
(PEDOT+PAA)/PSSLi oraz (PEDOT+AA)/PSSH posiadaja na powierzchni wolne grupy
karboksylowe, mozna przeprowadzi¢ na nich immobilizacj¢ oksydazy glukozowej. Proces

ten przebiega analogicznie jak w przypadku omowionym w rozdziale 6.1.

e Pomiary wykonane technika amperometryczna dla biosensora I generacji

Ostatni etap pracy z wykorzystaniem elektrody typu plaster miodu obejmowat sprawdzenie
jej dziatania jako biosensora I generacji. Rysunek 110 przedstawia krzywe
amperometryczne dla D - glukozy w roztworze PBS dla elektrody
(PEDOT+PAA)/PSSLi. Dane zostaty zebrane w tabeli 47 oraz przedstawione na rysunku

I11.
0,000015

c=1mM
c=5mM
c=10mM
c=15mM
B c=20mM
c=25mM
c=30mM

0,000010

I/A

0,000005

0 10 20 30
t/s

Rys. 110. Krzywe amperometryczne zarejestrowane w roztworze PBS (pH=7,4)
o roznej zawartosci D — glukozy (1 + 30 mmol-L") dla biosensora

z unieruchomiong oksydaza glukozowa na elektrodzie
PEDOT — PAA/PSSLi typu plaster miodu.
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[mol-L™] I
0,001 -
0,005 2,02
0,010 2,46
0,015 3,07
0,020 1,87
0,025 2,35
0,030 1,21
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PAA/PSSLI typu plaster miodu.

Tabela 47. Zestawienie natezen pradow mierzonych amperometrycznie
zarejestrowane w roztworze PBS o réznej zawartosci D — glukozy dla
biosensora z unieruchomiong oksydaza glukozowa na elektrodzie PEDOT —

35
30 +
25 + ®
20 + ¢

15 +
1,0 +
05

I [nA]

0,0 I I

0,000 0005 0,010 0015 0020 0025 0030
¢ [mol-L1]

Rys. 111. Wykres zaleznosci natezenia pradu od stezenia D — glukozy dla
biosensora z unieruchomiona oksydaza glukozowa na elektrodzie
PEDOT - PAA/PSSLi typu plaster miodu.

Otrzymane wyniki dla biosensora I generacji charakteryzuja si¢ liniowoscia tylko

w waskim zakresie niskich stezen D — glukozy (0,005 — 0,015 mol-L™). Wynika to z faktu

zamkniecia enzymu w porach przez co powstajacy H>O, powoduje uszkodzenie struktury

porowatej 1 brak liniowos$ci dla wysokich stezen D — glukozy, a co za tym idzie wysokich

stezen nadtlenku wodoru.
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e Pomiary wykonane technika woltamperometryczna dla biosensora III

generacji
Rysunek 112 przedstawia krzywe woltamperometryczne dla D — glukozy w roztworze PBS

dla elektrody (PEDOT+PAA)/PSSLi. Dane zostaly zebrane w tabeli 48 oraz przedstawione
na rysunku 113.

0,0000475

0,0000450

0,0000425
<
0,0000400
0,0000375
0,0000350 ! ! !
-0,20 0,05 0,30 0,55 0,80
E/NV

Rys. 112. Krzywe woltamperometryczne (DPV) zarejestrowane w roztworze
PBS (pH=7,4) o r6znej zawartoéci D — glukozy (1 + 30 mmol-L™) dla biosensora
z unieruchomiong oksydaza glukozowa na elektrodzie
PEDOT — PAA/PSSLi typu plaster miodu.

C gluko:y E [V] I [llA]

[mol"L ']
0,001 - -
0,005 0,44 4,30
0,010 0,41 5,48
0,015 0,41 4,92
0,020 0,42 5,12
0,025 0,38 5,19
0,030 0,38 6,23

Tabela 48. Zestawienie natezen pradéw mierzonych woltamperometrycznie
(DPV) zarejestrowane w roztworze PBS o roznej zawartosci D — glukozy dla
biosensora z unieruchomiong oksydaza glukozowa na elektrodzie PEDOT —
PAA/PSSLI typu plaster miodu.
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Rys. 113. Wykres zaleznosci natgzenia pradu od stezenia D — glukozy dla
biosensora z unieruchomiona oksydaza glukozowa na elektrodzie
PEDOT — PAA/PSSLi typu plaster miodu.

Otrzymane wyniki $wiadczg o aktywnos$ci unieruchomionej oksydazy glukozowej oraz

o odpowiedzi biosensora na wzrastajgce stezenie D — glukozy. Brak jest zadowalajacej

liniowej zaleznos$ci natgzenia pradu od stezenia. Istotny jest rowniez fakt, ze otrzymane

warto$ci natezenia pradu sg o rzad wielkos$ci nizsze niz dla poréwnywalnego biosensora

otrzymywanego na elektrodzie platynowej. Biosensor ten z cala pewnoscig wymaga

dalszej optymalizacji w celu poprawy jego funkcjonowania.
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13.7. Podsumowanie dotyczace elektrod typu plaster miodu

Parametry dla elektrod mikrostrukturalnych typu plaster miodu zestawitam w tabeli 49.

Elektroda 1 | Elektroda 2 | Elektroda 3
Elektroche miczna aktywacja 1 mol-L™! HCIO,4, E=-0,25 + 1,6V, v=200mV/s, n=100
0,46 pum kulki PS; 4% PS w 0,04 mol-L" SDS (=10 minut), roztwor zalewajacy 0,04
Nakladanie matrycy mol-L"' SDS,
kat nachylenia 60°, szybkos¢ zlewania 0,1 mL-s”!
Polimer bazowy EDOT
Drugi skladnik kompozytu - | kwas poliakrylowy (PAA) kwas antranilowy (AA)
sol litowa kwasu kwas
Substancja domieszkujaca poli(4-styrenosulfonowego) (PSSLi) poli(4-styrenosulfonowy)
(PSSH)
lektroliza ta lta tria
Metoda otrzymywania el pr.zy statym wo mpf: rorme
potencjale cykliczna
E=-0,4 + 1,2V, vV=20mV/!
Parametry otrzymywania E=1V, t=5s ’ ’n:9) VATV,
. 0,01 mol-L”' EDOT 0,005 mol'L”' EDOT
Sklad roztworu 0,01 mol'L"" EDOT B y
3 . q ) +1,5 mg'mL~ PAA +0,005 mol'L"" AA
polimeryzacyjnego +0,1 mol'L™ PSSLi 1 ) 1
+0,1 mol'L" PSSLi +0,1 mol'L" PSSH
Usuni¢cie matrycy toluen, t=24h, temperatura pokojowa
Prze wodnictwo +
Obecnos¢ wolnych grup 4
karboksylowych i
Grubos$¢ warstwy [nm] 100 = 120 90 = 100 30
Powierzchnia porow w
powierzchni calkowitej [%] 40 33 6
Rozwini¢cie powierzchni [%] 47,5 42 5,6
5 mg'mL' WSC w PBS, =1h, temperatura= 4°C
Immobilizacja GOD - 4 mg-mL'1 GOD w PBS+CaCl,, t=24h, temperatura=4OC
PBS+CaCl,, t=1h, temperatura pokojowa

Tabela 49. Zestawienie parametrow dla elektrod mikrostrukturalnych typu plaster miodu.

Otrzymane elektrody charakteryzuja si¢ dobrymi parametrami fizykochemicznymi.
Wszystkie zostaly w catosci zmodyfikowane mikrostrukturalng monowarstwa kompozytu
typu plaster miodu. Na elektrodzie numer 2 i 3 przebiega immobilizacja oksydazy
glukozowej, co potwierdzaja odpowiednie testy. Niestety dziatanie przygotowanych
elektrod zardwno jako biosensor I jak i III generacji jest niesatysfakcjonujace. Gtdwne
problemy pojawiajace si¢ na tym etapie to niska czulo$¢ przygotowanego czujnika oraz
niska  warto§¢  wspoOtczynnika  korelacji  dla  zalezno$ci  natgzenia  od
rosnacego stezenia D — glukozy.
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IV. Podsumowanie i wnioski koncowe

W toku prowadzonych badan zrealizowatam cel prowadzonych pomiarow jakim bylo

zbadanie mozliwos$ci otrzymanie biosensora chemicznego na bazie PEDOT — u dajacego

odpowiedz na zmieniajace si¢ stezenie D — glukozy. Ztozylo si¢ na to kilka, zakonczonych

sukcesem etapow:

Opracowatam dwa kompozyty na bazie poli(3,4 — etylenodioksytiofenu)
z dodatkiem kwasu poliakrylowego i kwasu antranilowego, z ktérych to kompozyt
PEDOT/(PEDOT+AA)/PSSH nie byt wcze$niej opisany w literaturze. Obie
warstwy modyfikujagce posiadalty na swojej powierzchni wolne grupy
karboksylowe, co zostalo udowodnione odpowiednim testem chemicznym.

Na podstawie danych literaturowych opracowatam wilasng procedurg
unieruchomienia oksydazy glukozowej na powierzchni warstwy kompozytu
poprzez wytworzenie wigzania kowalencyjnego. Trwalo$¢ tego procesu
potwierdzitam spektrofotometrycznie.

Przeprowadzitam optymalizacje obu etapow, tzn. modyfikacji elektrody platynowe;j
kompozytem oraz immobilizacji oksydazy glukozowej, okreslajac wartosé
kluczowych dla tych etapow parametrow.

Wykonalam peing charakterystyke dwoch otrzymanych biosensorow pracujacych
zaroOwno jako sensory I jak 1 III generacji wraz z pelnym opracowaniem
statystycznym.

Zbadalam wplyw kwasu askorbinowego jako interferenta na prace otrzymanych
biosensorow.

Ponadto opracowalam wilasng procedure otrzymywania elektrod typu ,,plaster
miodu”, ktére moga pozwoli¢ na zwigkszenie czulo$ci 1 miniaturyzacje
biosensorow.

Dwie sposrdd trzech elektrod mikrostrukturalnych wykorzystalam do immobilizacji
oksydazy glukozowej i przeprowadzilam wstepne, obiecujace pomiary dotyczace
oznaczania stezenia D — glukozy. Biosensory te pozostaja do dalszej optymalizacji.
W ostatnim z zaplanowanych etapdéw, z uzyciem przygotowanych biosensorow
przeprowadzitam pomiary stezenia D — glukozy w probkach pochodzenia
naturalnego takich jak sok jablkowy, nap6j winogronowy, napdj energetyczny oraz
miod, ktére nastgpnie poréwnalam z wynikami otrzymanymi dla metody

referencyjne;.
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VI. Streszczenie

Celem prowadzonych badan bylo sprawdzenie mozliwos$ci otrzymania biosensora dajacego
odpowiedz na zmieniajace si¢ stezenie D — glukozy. Zdajac sobie sprawe z tego, jak wiele
zagadnien wigze si¢ z tym tematem, postanowitam przystapi¢ do realizacja zatozonego
celu wyznaczajac szereg etapow posrednich.

Pierwszy etap polegat na modyfikacji powierzchni elektrody platynowej kompozytem na
bazie poli(3,4 — etylenodioksytiofenu). Musiat on spelnia¢ dwa podstawowe warunki, t;j.
przewodzi¢ prad elektryczny oraz posiada¢ dostepne na swojej powierzchni wolne grupy
karboksylowe. Aby speini¢ podane warunki drugi skfadnik kompozytu stanowit
odpowiednio kwas poliakrylowy lub kwas antranilowy. Finalnym efektem tej czgsci badan
byly dwie elektrody modyfikowane kompozytami (PEDOT+PAA)/PSSLi oraz
PEDOT/(PEDOT+AA)/PSSH. Warto wspomnie¢, ze o ile pierwszy kompozyt pojawia si¢
w literaturze w podobnej konfiguracji to drugi z prezentowanych kompozytéw nie byt

wczesniej opisany. Dane dotyczace tego etapu przedstawia tabela 6.

Kompozyt A Kompozyt B
Polimer bazowy EDOT EDOT
Drugi skladnik kompozytu kwas poliakrylowy (PAA) kwas antranilowy (AA)
sol litowa kwasu PSSLi, kwasu
Substancja domieszkujgca poli(4-styrenosulfonowego) poli(4-styrenosulfonowy)
(PSSLj) (PSSH)
Tlo$¢ warstw I warstwa I warstwy
elektroliza przy stalym potencjale,
Metoda otrzymywania elektroliza przy stalym potencjale woltamperometria
cykliczna
E=1V, t=5s;
Parametry otrzymywania E=1V, t=3s

E=-0,4 + 1,2V, vV=20mV/s, n=1

¥ 0,01mol-L"" EDOT+0,1mol:L" PSSLi,
0,1mol'L"' EDOT

Sklad roztworu 1 O,Olmol'L"l EDOT
. . +15mg'mL" PAA 1
polimeryzacyjnego | +0,0lmol'L" AA
+0,1mol-LL”" PSSLi 1
+0,1mol-L”" PSSH
Prze wodnictwo przewodzi prad elektryczny przewodzi prad elektryczny
Ob $¢ wolnych
SoRbe e et wolne grupy -COOH wolne grupy -COOH

karboksylowych

Tabela 6. Porownanie dwoch kompozytow modyfikujacych elektrode Pt.

Gléwna cecha laczaca oba kompozyty jest podstawowy material, z jakiego je
otrzymywano, czyli polimer przewodzacy poli(3,4 — etylenodioksytiofen). Nalezy on do
grupy polimerdw dobrze poznanych, kolejng jego zaleta jest szybki i tatwy do kontroli

proces polimeryzacji oraz co najistotniejsze przewodzi on prad elektryczny zaréwno
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w srodowisku kwasnym jak iobojetnym. Oba obiekty rdznig si¢ natomiast drugim
sktadnikiem kompozytu. Musiat on tworzy¢ wraz z polimerem kompozyt przewodzacy
oraz oferowa¢ na powierzchni dostgpnos¢ do wolnych grup karboksylowych. Zatozenia te
spetnia zarowno kwas poliakrylowy jak i kwas antranilowy. Uwage zwraca rowniez ilo$¢
warstw otrzymywanych w procesie modyfikacji. Kompozyt A zbudowany jest z jednej
warstwy, natomiast kompozyt B sklada si¢ z dwoch warstw. Dalsze réznice w dwoch
kompozytach wynikaja miedzy innymi z liczby warstw modyfikujacych. Substancja
domieszkujaca powstajacy kompozyt jest PSSLi lub PSSLi oraz PSSH. Oba kompozyty
zostaty otrzymane przy zastosowaniu réznych technik elektrochemicznych, takich jak
elektroliza stalopotencjalowa oraz woltamperometria cykliczna, a co si¢ z tym wigze rozne
byly takze parametry w jakich je otrzymano oraz sklad roztworéw wuzytych do
polimeryzacji.  Zgodnie z oczekiwaniami najlepszym zwigzkiem domieszkujagcym
powstajacy kompozyt okazat si¢ PSSLi. Zapewnia on wysokie przewodnictwo na statym
poziomie 1 trwalo$¢ otrzymanego kompozytu. Na osiggnigcie najlepszych rezultatoéw
pozwala polimeryzacja warstwy kompozytu przy stezeniu PSSLi rownym 0,1 oraz
0,25 mol'L"'". Warstwy te charakteryzuja sic wysokimi wartoéciami natezenia pradu
utleniania oksydazy glukozowej oraz dlugim czasem aktywnos$ci unieruchomionego
enzymu.

Warto zwréci¢ uwage, iz pomimo istotnych rdznic bardzo wazne s3 elementy taczace oba
kompozyty. Oba z nich przewodzg prad elektryczny, a takze oba charakteryzuje obecnos¢
wolnych grup karboksylowych, niezwykle wazna z punktu widzenia pozniejszej
immobilizacji.

Drugim etapem prowadzonych pomiarow bylo unieruchomienie na powierzchni
zmodyfikowanych kompozytami elektrod oksydazy glukozowej (GOD) wedlug procedury
opracowanej przeze mnie na bazie informacji literaturowych. Immobilizacja enzymu
nastgpita poprzez wytworzenie wigzania kowalencyjnego pomi¢dzy GOD a kompozytem.
Do tego celu postuzyly obecne na powierzchni wolne grupy karboksylowe. Proces
immobilizacji obejmowal trzy etapy. Pierwszy z nich polegat na przylaczeniu WSC do
wolnych grup karboksylowych, a nastgpnie do calosci przylaczana byla oksydaza
glukozowa. Etap trzeci to odmycie niezwigzanych czasteczek GOD. Schemat tego procesu

znajduje si¢ na rysunkach 51 oraz 52:
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1h, 4°C .
polimer — COOH + ﬁZN—R' —— > polimer —(lT,—O—(T‘,ZN—R'
ITI O ITI—R
R H

Rys. 51. Schemat pierwszego etapu w procesie unieruchomienia oksydazy glukozowej, polegajacy
na utworzeniu wigzania kowalencyjnego pomi¢edzy WSC a wolnymi grupami karboksylowymi na
powierzchni elektrody.

H
I
polimer — ﬁ—O—CE:N—R' + H,N—Enzym 24h, 4°C_ polimer — (l‘T—N — Enzym

O ITI—R O
H

Rys. 52. Schemat drugiego etapu unieruchomienia oksydazy glukozowej, polegajacy na utworzeniu wigzania
kowalencyjnego pomig¢dzy zwiagzanym z elektroda WSC a GOD.

Parametry procesu immobilizacji zostaty zestawione w tabeli 8.

Proces immobilizacji
t . Zwigzek c i
Etap Reakcja . 1.| Roztwor
[h] chemiczny | [mg-mL'|
I 1 przytaczenie WSC 5 PBS
II 24 przylaczenie GOD 4 PBS + CaCl,
I 1 odmycie - - PBS + CaCl,

Tabela 8. Podsumowanie parametrow procesu immobilizacji oksydazy glukozowej.

Aktywno$¢  unieruchomionej  oksydazy  glukozowej  zostala  potwierdzona
spektrofotometrycznie wedlug procedury z wykorzystaniem o — dianizydyny opisanej

w rozdziale 5.2.
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Otrzymane elektrody mogly pracowac zaréwno jako sensory I generacji (Rys. 25 1 26) jak

i III generacji (Rys. 29 1 30).
a
o
g
OH g
-
OH

oH H0, (g

H \

Hzo OH L

\ )
OH 0

T T
Rys. 25. Schemat dziatania biosensora glukozy pierwszej generacji.

GOD,y, + glukoza — GOD, yy,, + glukonolakton

GOD, zpy + 0, > GOD, ) + H,0,
H,0, >2H" +0, +2e”

Rys. 26. Rdwnania reakcji zachodzacych podczas pracy biosensora pierwszej generacji.

OH
OH
OH
H
H,O \ OH
oH

’ o/ OH

Rys. 29. Schemat dziatania biosensora glukozy trzeciej generacji.

glukoza+GOD, ., — kwas  glukonowy + GOD g,

GOD(RED) elektroda GOD(OX)

Rys. 30. Rownania reakcji zachodzacych podczas pracy biosensora trzeciej generacji
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W kolejnym etapie zoptymalizowatam proces immobilizacji oksydazy glukozowej,
oceniajgc miedzy innymi wptyw stezenia WSC i1 GOD oraz wplyw rodzaju i st¢zenia
odczynnika domieszkujacego na aktywnos$¢ jak rowniez stabilno$¢ otrzymanego

biosensora. Optymalne wartosci parametréw przedstawitam w tabeli 18.

Optymalne parametry otrzymania biosensora

Polimer bazowy kompozytu PEDOT
PAA
Drugi skladnik kompozytu lub
AA
Grubos¢ warstwy umiarkowana
PSSLi
Substancja domieszkujaca lub
PSSLi+ PSSH
Stezenie substancji 01
domieszkujacej [mol'L"| ’
cwsc [mgmL'] 5
cGop [mg-mL"| 4

Tabela 18. Podsumowanie optymalizacji procesu otrzymywania
biosensora glukozy.

Wszystkie z prowadzonych pomiarow zarOwno spektrofotometryczne,
woltamperometryczne jak i amperometryczne wykazaty, ze kazde odstgpstwo od wartosci
optymalnych powoduje spadek aktywno$ci enzymu, a co za tym idzie obnizenie
mierzonych wartosci natezenia pradu. Przygotowane biosensory wykazywaly dlugi czas
aktywno$ci unieruchomionego enzymu, co znalazlo odzwierciedlenie w poréwnywalnych

wartos$ciach mierzonego nat¢zenia pragdu w okresie okoto 30 dni.
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Nastepnie dokonatam charakterystyki otrzymanych biosensorow glukozy pracujacych
zarobwno jako sensory I jak 1 III generacji. W tabeli 29 przedstawilam zestawienie

parametrow walidacji.

Sensory I generacji

Biosensor A Biosensor B
Zakres liniowosci
1 0,98 + 30,00 1,86 + 30,00
[mmol-L ]
R? 0,997 0,993
LOD
» 0,29 0,56
[mmol-L ]
LO
Q_l 0,98 1,86
[mmol-L ]
Tabela 29. Zestawienie parametrow walidacji dla obu elektrod

Niestety, parametry pracy prezentowanego biosensora III generacji nie spetniaty
warunkow walidacji metody, zrezygnowalam z ich oceny statystycznej oraz dalszego
wykorzystywania tych obiektow.

W przypadku biosensoréow I generacji przeprowadzitam petlng walidacje otrzymanych
elektrod. Przede wszystkim mozna zauwazy¢ roznice w zakresach liniowosci pomiedzy
biosensorem A oraz biosensorem B. Uwage zwracajg tez bardzo dobre wartosci
wspétezynnika korelacji R%. Biosensory glukozy I generacji wydaja si¢ by¢ odpowiednie
do badan probek pochodzenia naturalnego.

Ponadto okreslitam wptyw stezenia kwasu askorbinowego jako interferenta na dzialanie
otrzymanych biosensordw oraz na jako$¢ prowadzonych oznaczen stezenia D — glukozy.
Niestety nawet niewielki dodatek wptywa na podwyzszenie wartos$ci pradowych Dalsze
zwigkszanie zawarto$ci kwasu askorbinowego w roztworze powoduje nie tylko drastyczny
wzrost warto$ci natezenia, dodatkowo pojawiaja si¢ zmiany wszystkich parametrow
krzywej oraz zawezony zostaje zakres jej liniowosci. W przypadku tych biosensora mozna
prowadzi¢ oznaczenie D — glukozy w obecnosci kwasu askorbinowego pod warunkiem, ze
jego stezenie nie przekroczy ¢ = 0,1 mmol-L" w stosunku do glukozy o stezeniu
¢ = 15 mmol-L™, bedzie na statym poziomie oraz po wczesniejszej kalibracji biosensora

w obecnosci kwasu askorbinowego.
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Istotnym etapem bylo zastosowanie obu otrzymanych sensorow I generacji do oznaczenia
stezenia D — glukozy w probkach pochodzenia naturalnego takich jak sok jabtkowy, napdj
winogronowy, napdj energetyczny 1 miod. Uzyskane wyniki wraz z wynikami

zarejestrowanymi metoda referencyjng przedstawitam w tabeli 46.

-1
€ glukozy [Mmol-L "]
¥ referencyjne

[mmol-L]

Probka
Biosensor A Biosensor B

Sok jablkowy | 0,33 +£0,03 0,35+ 0,02 0,134 + 0,006

~ Napoj 03180004 | 032+002 | 0313 0,002
winogronowy

Napoj 043+0,03 | 042+0,04 | 0,511+ 0,004
energetyczny

Miéd 3,440,115 | 328=035 | 3399+ 0,020

Tabela 46. Porownanie wartosci stezen D — glukozy dla obu biosensoréw i metody
referencyjnej dla probek pochodzenia naturalnego.

Jak wida¢ wartosci stezen zmierzone za pomocg obu biosensorow sg do siebie zblizone.
Ponadto w przypadku napoju winogronowego i miodu wynik ten jest porownywalny
z warto$cig uzyskang dla metody referencyjnej. Dla soku jabtkowego st¢zenie uzyskane
metodg referencyjng jest znacznie nizsze niz st¢zenie zmierzone przy pomocy
biosensoréw. Moim zdanie réznica ta wynika z wiekszej wrazliwosci biosensoréw na
obecno$¢ kwasu askorbinowego, ktory w soku jabtkowym jest uzywany, jako
przeciwutleniacz. Wyzsza warto$¢ stezenia D — glukozy w napoju energetycznym
okreslona metodg referencyjng w pordwnaniu z biosensorami jest najprawdopodobniej
zwigzana z czasem trwania pomiaru. Stwierdzitam w czasie badan, iz produkty tego typu
sa bardzo wrazliwe na kontakt z atmosferg oraz promieniami stonecznymi, na co narazone
sa po otworzeniu opakowania. W metodzie spektrofotometrycznej ekspozycja ta wynosi az
30 minut, podczas gdy dla biosensora jest to okofo 5 minut, co stanowi istotng rozniceg.

Ostatnim etapem prac bylo otrzymanie elektrod typu plaster miodu, ktére stanowia bardzo
ciekawy i1 dobry punkt wyjscia do przyszlych badan majacych na celu zwigkszenie czulo$ci
1 miniaturyzacje¢ biosensora glukozy. Elektrody te cechuja si¢ bardzo dobrymi parametrami
fizykochemicznymi. Parametry dla elektrod mikrostrukturalnych typu plaster miodu

zestawilam w tabeli 49.
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Elektroda 1 Elektroda 2 | Elektroda 3
Elektrochemiczna aktywacja 1 molL™! HCIO,4, E=-0,25 + 1,6V, v=200mV/s, n=100
0,46 pm kulki PS; 4% PS w 0,04 mol'L™! SDS (=10 minut), roztwor zalewajacy 0,04
Nakladanie matrycy mol-L' SDS,
kat nachylenia 60°, szybko$¢ zlewania 0,1 mL-s”
Polimer bazowy EDOT
Drugi skladnik kompozytu - | kwas poliakrylowy (PAA) kwas antranilowy (AA)
sol litowa kwasu kwas
Substancja domieszkujaca poli(4-styrenosulfonowego) (PSSLi) poli(4-styrenosulfonowy)
(PSSH)
Metoda otrzymywania elektroliza pr.zy stalym woltamp.erometria
potencjale cykliczna
. E=-0,4 + 1,2V, v=20mV7/s,
Parametry otrzymywania E=1V, =55 =9
y 0,01 mol-L"" EDOT 0,005 mol-L"" EDOT
Sklad roztworu 0,01 mol'L" EDOT 1 1
. . 1 ) +1,5 mg'mL~ PAA +0,005 mol'L"" AA
polimeryzacyjnego 40,1 mol'L"' PSSLi B . y
+0,1 mol'L"" PSSLi +0,1 mol'L"" PSSH
Usunigcie matrycy toluen, t=24h, temperatura pokojowa
Prze wodnictwo +
Obecnos¢ wolnych grup 4
karboksylowych )
Grubo$¢ warstwy [nm] 100 + 120 90 + 100 30
Powierzchnia poréw w
powierzchni catkowitej [%] 40 35 6
Rozwini¢cie powierzchni [%] 47,5 42 5,6
5 mg~mL'] WSC w PBS, t=1h, temperatura= 4°C
Immobilizacja GOD - 4 mg'mL" GOD w PBS+CaCl,, t=24h, temperatura=4°C
PBS+CaCl,, t=1h, temperatura pokojowa

Tabela 49. Zestawienie parametrow dla elektrod mikrostrukturalnych typu plaster miodu.

Wszystkie z elektrod zostalty w catosci zmodyfikowane mikrostrukturalng monowarstwa
kompozytu typu plaster miodu. Na elektrodzie numer 2 i 3 przebiega immobilizacja
oksydazy glukozowej, co potwierdzaja odpowiednie testy. Niestety dziatanie
przygotowanych elektrod zar6wno jako biosensor I jak 1 III generacji jest

niesatysfakcjonujace i wymaga dalszej optymalizaciji.
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IX. Wykaz wzorow statystycznych

1. SD

x, - kolejna warto$¢ mierzona,

x - $rednia warto$¢ mierzona,

n - liczba pomiarow;

2. RSD
RSD =2
X
3. Odzysk
C, —C
[%] _ 100 n ‘ wyliczone deklarowae . 100%
Cdeklarowaie
4. LOD
3-8D
LOD = 0
a

SD, - odchylenie standardowe ,,$lepej” proby

a - wspotezynnik kierunkowy krzywej kalibracyjne;j

5. LOQ
L0~ 105D,
a
6. SE
sg =D
Jn
7. Blad

Error=SD-t(ka)
k - liczba stopni swobody

a - poziom istotnosci

180



