VSCHT
PRAHA

SENZORY

Praha
2007



Tato skripta vznikla pro potieby kurzu SENZORY, potfddaného v rdmci projektu Prazské
analytické centrum inovaci CZ.04.3.07/4.2.01.1/0002 v grantovém schématu JPD3 ,,Spo-
luprace vyzkumnych a vyvojovych pracovist’ s podnikatelskou sférou, podpora inovaci®.
Projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a Statnim rozpoétem Ceské
republiky.

Odborni garanti: prof. Ing. Karel Stulik, DrSc. a prof. RNDr. Jiii Barek, CSc.
Technicka redakce RNDr. Eva Julakova, CSc.

ISBN 978-80-86238-20-3



OBSAH

1.

General Aspects of Chemical Sensing .........cccccveccicvniccssssnnrecsssnseccsssnsssssssnnns 1
Jiri Janata

1.1 GENERAL RESPONSE CURVE

1.2 ORIGINS OF SELECTIVITY - EQUILIBRIUM SELECTIVITY

1.3 ORIGINS OF SELECTIVITY - SELECTIVITY BASED ON KINETICS

Senzory na bazi polarizovatelného rozhrani elektrolytii .........c.cecerueerereneees 33

Viadimir Marecek

2.1 TYPY SYSTEMU

2.2  TYPY REAKCi

2.3 VLASTNOSTI ROZHRANI
2.4  VYVOJ METODIKY

2.5  ANALYTICKE APLIKACE

Senzory na bazi porézniho KremiKu.........ceiiiinenseecsenssenseecseccecsnecsnccsensaees 41

Ivan Jelinek, Juraj Dian

3.1 FYZIKALNI VLASTNOSTI KRYSTALICKEHO KREMIKU

3.2 KREMIK A VYZNAM VIDITELNE FOTOLUMINISCENCE NANOSTRUKTURNICH MATERIALU NA
BAZI KREMIKU

33 POREZNI KREMIK

34 EXPERIMENTALNI CAST

3.5 VYSLEDKY A DISKUSE

Kompozitni elektrody .........cceeerervuercscneecsnnnes RIS X, |
Tomas Navratil

4.1 SENZORY NA BAZI KOMPOZITNICH MATERIALU, JEJICH SLOZENi A VYHODY

4.2 EFEKT ,,UNDERPOTENTIAL DEPOSITION® (UPD)

43  VYROBA ELEKTROD

43  ANALYTICKE APLIKACE KOMPOZITNICH MATERIALU

Senzory na bAazi amalamil.......cccevierverssninsenssnrcsseessnnssessssscssssssssssssssssssassssasssnss 01

Bogdan Yosypchuk

51 Uvop

5.2 PRIPRAVA PRACOVNICH ELEKTROD Z PASTOVEHO AMALGAMU
5.3  SENZORY Z PASTOVYCH AMALGAMU

Senzory na bazi uhliKové Pasty.......ceciiicninsennecseecsensenssecsesssenssecssessesssecssees 07

Ivan Svancara

6.1 UvOD DO PROBLEMATIKY

6.2 NEJDULEZITEJS POJMY A FAKTA O ELEKTRODACH A SENZORECH NA BAZI UHLIKOVE PASTY
CI PRIBUZNYCH MATERIALU

6.3 ELEKTROCHEMICKE A ELEKTROANALYTICKE APLIKACE CIDEL Z UHLIKOVE PASTY

6.4 SHRNUTI A VYHLEDY DO BUDOUCNA

Senzory na bazi borem dopovaného diamantu ............eecoceeecisenccssenccsnnecssnns 79
Jiri Barek

7.1 Uvop

7.2 TYPY DIAMANTOVYCH FILMUCHYBA! ZALOZKA NENi DEFINOVANA.

7.3  DETEKCE LATEK V PLYNNE FAZICHYBA! ZALOZKA NENI DEFINOVANA.

7.4  VOLTAMETRICKA DETEKCE VE VSADKOVEM UPORADANI

7.5  AMPEROMETRICKA DETEKCE V PRUTOKOVEM USPORADANI

Tlustovrstvé elektrochemické SENZOTY ......c.cccvieviiscnicserssnicseissnncsesssnccsanessnnesnes 91

Jan Krejci, Radka Stejskalova, Dagmar Krejcova, Zuzana Grosmanovd
8.1 HISTORIECHYBA! ZALOZKA NENI DEFINOVANA.

8.2 SENZORY

8.3 PRISLUSENSTVi K SENZORUM

8.4 SPECIALN{ APLIKACE



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Elektrochemické DNA-biosenzory. Analyza nukleotidovych sekvenci,
mMutaci a PolymorfiSmull.....ccccceeeeseicsseessnrcssersssncssassssnsssessssssssassssssssasssassssassssssssescs 1 09
Miroslav Fojta

9.1 Uvop

9.2  ELEKTRODY MODIFIKOVANE HYBRIDIZACNI SONDOU JAKO ELEKTROCHEMICKE BIOSENZORY
93 DVOUPOVRCHOVE ELEKTROCHEMICKE TECHNIKY

9.4  DETEKCE MUTACI A POLYMORFISMU V SEKVENCICH DNA

Elektroaktivita nekonjugovanych bilkovin. MoZnosti jejiho vyuziti v
biomediciné a pri konstrukci bioSenzorii.........cucecceicnecsseicsnncssercssesssnssssssssanes 125

Emil Palecek

10.1 Uvop

10.2 ELEKTROAKTIVITA PEPTIDU A BILKOVIN NA RTUTOVYCH A UHLIKOVYCH ELEKTRODACH
10.3 PARKINSOVOA CHOROBA (PD)

10.4 INTERAKCE DNA-PROTEINY

Chemické senzory: predstavuji budoucnost analytické chemie?..................143
V. Kral, M. Krondadk, M. Stastny, R. Volf, G. Broncova, T. Shishkanova,

K. Hlavka a Z. Kejik

11.1 Uvop

11.2 DEFINICE CHEMICKEHO SENZORU
11.3 ROZDELENI A ZAKLADNI VLASTNOSTI CHEMICKYCH SENZORU
11.4 PARAMETRY SENZORU

11.5 HMOTNOSTNI SENZORY

11.6 TEPLOTNI SENZORY

11.7 VODIVOSTNI CHEMICKE SENZORY
11.8 POTENCIOMETRICKE SENZORY
11.9 AMPEROMETRICKE SENZORY
11.10 MULTIKOMPONENTNI ANALYZA
11.11 OPTICKE SENZORY

11.12 VYHLED DO BUDOUCNOSTI

Senzory pro detekci v proudicich tekutinAch.........cocceevvericcrercnssnncscnressnneness 157

Karel Stulik

12.1 Uvop

12.2  ZAKLADNI zPUSOBY PRUTOKOVYCH MERENI

12.3 OPERACNI PARAMETRY DETEKTORU V PRUTOKOVYCH SYSTEMECH

12.4 VLASTNOSTI PROUDICICH TEKUTIN A JEJICH VLIV NA ODEZVU SENZORU

Optical chemical SENSOIS .....coiiiieeeiieensensnensenssnenseessnessaenssncsssnesssessssssssssssacsssees 109
Ivan Kasik, Viastimil Matejec, Miroslav Chomat

13.1 INTRODUCTION, BASIC TERMS

13.2 METHODS — PRINCIPLES OF LIGHT-ANALYTE INTERACTION

13.3  OPTICAL HARDWARE - INSTRUMENTATION OF OPTICAL METHODS

13.4 USE OF OPTICAL SENSORS - EXAMPLES

13.5 OPTICAL SENSING - CONSIDERATION

Senzory plynnych IAtek .......coiieiivinenseeisensecsnicsensensnecsnnsecssecseessesssecsssssecsecses 1860

Frantisek Opekar

14.1 Uvop

14.2 ELEKTROCHEMICKE MEMBRANOVE SENZORY S KAPALNYM ELEKTROLYTEM
14.3 ELEKTROCHEMICKE SOLID-STATE SENZORY

14.4 SENZORY ZALOZENE NA ZMENE ELEKTRONOVE VODIVOSTI

14.5 SENZORY ZALOZENE NA MERENI ZMEN TEPLOTY

14.6 SENZORY HMOTNOSTNI

14.7 OPTICKE SENZORY

Use of nanomaterials at chemical SENSOIS .....cccceeerrenerereereecereeneecereesesccreaneneees 203
Adriana Ferancova, PhD., prof. Ing. Jan Labuda, DrSc.

15.1 INTRODUCTION

15.2 WHAT ARE NANOMATERIALS?

15.3 TYPES OF NANOMATERIALS



1. GENERAL ASPECTS OF CHEMICAL SENSING

Jirt Janata,

School of Chemistry and Biochemistry, Georgia Institute of Technology,
Atlanta, GA 30332-0400, USA,

Jiri.janata@chemistry.gatech.edu

Chemical sensing is part of information-acquisition process in which an insight is obtained about
the chemical composition of the system in real time. In this process an amplified electrical signal
results from the interaction of some chemical species and the sensor. Generally, such interaction
consists of two distinct steps: recognition and amplification. An example can be common
measurement of pH with a glass electrode (Fig. 1.1). The interaction of the hydronium ion with the
electrode is highly specific, but the power density in the primary interaction is very low, on the
order of pW cm . If we try to draw current from such electrode the information would be distorted.
In other words the source of the signal (electrode) requires a high input impedance amplifier
(pH meter) in order to obtain the information in useful, undistorted form. Thus, the recognition
(selectivity) is provided by some chemical interaction while the amplification must be provided by
some physical transducer. There are some exceptions; for example enzymatic reactions combine
high selectivity of the enzyme binding for a given substrate with catalytic properties of the enzyme
which represent an amplification step in itself.

TRANSDUCTION MECHANISM

pH METER

AMPLIFICATION

RECOGMNITION
Fig. 1.1:  General steps in chemical sensing: Recognition - Amplification

The coupling of chemically selective layer to the physical part of the sensor is very important. As
we shall see later it can have a profound effect on the overall performance of the sensor. In some
cases the highly selective primary interaction can be destroyed by the use of improper transduction
mechanism. The subsequent manipulation of the signal can be done in many different ways and
with different degree of sophistication. Thus, it can be displayed in analog form, subtracted from
the reference signal and displayed as a difference or it can be digitized or processed statistically
etc.. Such processing can be done within the physical boundary of the sensor itself or it can be
carried out in a separate processor. In the former case we can talk about “integrated” or "smart
sensors". Generally speaking we can distinguish two types of interactions of the chemical species
with the sensor: A surface interaction in which the species of interest is adsorbed at the surface,
and a bulk interaction in which the species of interest partitions between the sample and the
sensor and is absorbed. The notion of surface and bulk interaction is relative with respect to the
size of the species. It is the case of “chicken and chicken wire”. Obviously, “chicken wire fence is



impervious to chicken, but presents no barrier to mosquitos. Similarly, large molecules, such as
protein may adsorb at the surface of the sensor layer while smaller ions can penetrate and absorb in
the bulk.

Interaction of a chemical species X with sensor S can be described by the equilibrium

X+S &=8X (1-1)
K, _ O _ ke (1-2)
aSaX kr

The equilibrium constant K is expressed in terms of activities
a=fC (1-3)

where agy is the activity of the bound species and ax and ag are the activities of the species in the
sample and of the binding site in the sensor, respectively. For the purpose of this discussion the
binding site can be thought of as a defined but separate component of the selective layer, such as in
heterogeneous selective layers, or it can be s specific part of the overall matrix, such as in
homogeneous selective layers.

The free energy of interaction for the reaction (1-1) is

0=AG =AG°+RT In-2X_ (1-4)
agdy
It follows from Eq. (1-4) that upon the change of sample activity the interaction of the species with
the sensor will take place if the change of the standard free energy AG® is negative. If the binding
equilibrium constant is too high (K > 10%; AG® < 23 kJ mol™") the reaction will be nearly
irreversible, from the practical point of view, and the device will respond in a non-equilibrium
manner, as a dosimeter.

1.1 General Response Curve

The response of a sensor to the primary species X is described by the response curve (Fig. 1.2).
Besides the analyte X, many other, so called interfering species, i, also interact with and bind to the
binding sites in the selective layer. Because such interactions are nonspecific the sites occupied by
the interferants are expressed as the sum (Xas;). Let us assume that only the occupied sites a, in or
at the selective layer result in the output signal from the sensor. The total available activity of
binding sites ar in the layer is

aT = aSX + dasi + as (1-5)
and activity of the occupied sites giving rise to the signal is

ag = dsy +2dg (1-6)

The binding equlibrium for a single interferant, i , is analogous to that of the analyte, Eq. (1-2)

K, =5 (1-7)
Toaga,
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219/

dy
Fig. 1.2:  Propereties of general respose curve (please see text for discussion)
From Eq. (1-2), (1-5), (1-6) and (1-7) we have for the activity of occupied sites

Kiay +2K.a,

dsr
Kay +§Kial. +1

ag =

(1-8)

Dividing right-hand side of Eq. (1-8) with the value of the binding constant for the analyte, Kx
gives

ay +§Kiai

Ta +ZKa, +1/K,

(1-9)

a, =dg

In this equation K l has the meaning of the selectivity coefficient. It applies to each interferant

individually. The smaller the K ;’ the more selective is the layer to the analyte X than to the

interferant species i.

Equation (1-9) defines three operating regions on the general response curve:

At the high activity of the analyte or the high level of the interferants, i.e., at ax >> (ZK ;a[ +1)

and/or EilK;a[ >> (ax + 1), all the available binding sites are occupied by one or the other species.
This is the saturation limit of the sensor for which

ao = ast (1-10)
Below the saturation regime lies the dynamic range, for which EilK;.ai < ax < 1/Kx. Here a fraction

of the sites is occupied by X and their activity is linearly dependent on the activity of X in the
sample

ay = ag Kyay (1-11)

In the interference region the activity of the analyte and/or its binding constant are low, that is



Kxax << (2K,a, + 1) and the binding sites are occupied only by the interferant and the sensor does
not respond to the analyte. From Eq. (1-8) we have
ap = ag LK a, (1-12)

The intercept of the dynamic range, Eq. (1-11), and of the interference region, Eq. (1-12), defines
the detection limit.

ap =ag K, (a;)y) = ag Ky (ay)y,, (1-13)
or

K. .

ik =[a—xj (1-14)

Ky a; ),

If only one interferant is present Eq. (1-14) yields the value of its selectivity coefficient for that
interferant. This is the equation from which the selectivity coefficient is experimentally evaluated.
The subscript “d.l.” denotes activities of the analyte and interferant at the detection limit. However,

if the analyte binds strongly and the level of interferants is high the inequality ax << XK ;a[ applies

and the detection limit for a single interferant is

K;=[a—xj S S (1-15)
a; d.l'l_KX(aX)d.l.

As the value of term XK a, increases the dynamic range becomes narrower and narrower until for

1

high value of interferants it vanishes completely and the sensor does not respond to the analyte
anymore.

ZK.a,

a, =gy ———————
© 'SKa +1/K,

(1-16)

At ZK;ai >>1/ K sensor again reaches the saturation limit (ao= asr), but now most of the sites

are occupied by the interferant. The output signal from a sensor depends on the transduction
function R /- Itis related to the occupancy of the binding sites by

Eout: SRf(aO) (1-17)

Thus the dynamic range of a sensor is bracketed by the difference of the experimental detection
limit, Eq. (1-14) or (1-15), and the saturation limit, Eq. (1-10)

<dynamic range> = R " {(aX)sat. -(ay )d‘l'} (1-18)

While the detection limit depends on the activity of interferants in the sample, i.e. on the
application the saturation limit is the property of the sensor itself. This means that the dynamic
range is affected primarily by the saturation limit and depends on the total number of available
binding sites. It can be said that the interferants and the selectivity coefficient limit the dynamic
range “from the bottom up”, while the concentration of binding sites limits it “from the top down”.
For example a sensor with detectable minimum density of 10° molecules per cm” and maximum



density of 10" sites per cm? (corresponding to 1 nm” per molecule) has theoretical dynamic range
of five decades. How is it then possible that some sensors, for example, glass electrode, have
a dynamic range extending over thirty decades? There are several reasons: first the number of
binding sites is much larger for absorption than for adsorption where the maximum surface density
is typically 10" sites per cm”. If the effective thickness of the selective layer is 1 pm and a bound
molecule occupies a cube (1 nm)® the maximum number of binding sites increases from 10" mol
cm > for adsorption up to 107" mol cm® for absorption.

Second, and more important factor in extending the dynamic range is the availability of different
binding sites with multiple binding constants K,,K,, ..., K,, for the species X. In that case the
response will include contribution from all the binding events. Ignoring for the moment the
interferants, according to Eq. (1-11) the activity of the bound species is

asx = ax(Kiar) + Kyarp + ... + K, ar,,) (1-19)

where ar, ar, ... are the total activities of the individual binding sites. If the partial binding
processes are not affecting each other the overall response has the functional relationship R which
applies to all

Eo = ERf ax (Kiar) + Kearp + ... + K, ar,) (1-20)

Such situation exists within the hydrated layer of a glass electrode with multiplicity of binding sites

for hydrogen ion provided by the statistically large number of lattice defects and high level of

doping impurities. Each site yields an individual dynamic range which then overlaps with the next

one yielding the overall span much greater than would correspond to any single type binding site

with only one equilibrium constant. In glass electrode the overall response function is
RT

SRf —;ln dgy - In general, a sensing surface has only one type of binding constant and

consequently has only limited theoretical dynamic range.

The third possibility that leads to extended dynamic range is the change of the sorption mechanism.
There are many types of adsorption isotherms. Which isotherm or isotherms apply in any given
situation depends on the composition of the selective layer and on the concentration range. Thus,
for example, at low concentration of the analyte the Langmuir isotherm governs the interaction, but
at higher concentration, when all available binding sites will have been occupied a BET isotherm
may apply. Also, interaction with specific binding site may be replaced by interaction with the
matrix and the sorption then follows the simple Henry’s law.

The location of the sites is also important from the point of view of the operational characteristics.
Sensors whose response depends on bulk interactions are based on the partitioning process which is

governed by the Gibbs equation which for a two-phase equilibrium is
0=AG= (:uanX )sensor + (luanX)sample (1_21)

where X is the chemical species which partitions between the sample and sensor phase. At
equilibrium the number of moles dny crossing the interface in each direction must be the same (but
of the opposite sign):

(/uX an )sensor = _(luxan )sample (1 '22)

Thus the chemical potentials of species X in the two phases must be also equal

5



(IuX )sensor = (luX )sample (1 '23)

This is the general condition of equilibrium partitioning process. As we will see later it applies to
both electrically neutral and electrically charged species.The chemical potential of species X in
a phase (gas, solid or solution) is

Uy = p1° +RTInay (1-24)

Thus, sensors based on absorption (phase equilibrium) measure activity and if only one type of
sorption mechanism is involved their response is logarithmic.

The condition of the general adsorption equilibrium which does not assume the existence of high
affinity binding sites is again described by the equality of the chemical potential of the species in
the sample phase ux and at the surface usx. The general adsorption equilibrium has the form of the
Eq. (1-1) and the equilibrium constant K can be expressed in the similar manner as above:

X+S, ==SX_, (1-25)

(axKx) s = (Asx )aas (1-26)

where SX,4 designates the surface adsorbed species. The surface activity is related to the bulk
activity through some form of adsorption isotherm.

We have been using activity in order to emphasize the thermodynamics of the interaction between
the analyte and the selective layer. In reality, only a few sensors, notably ion selective electrodes,
measure activity. What is it then actually measured in reality: activity or the concentration of the
species? We can take a very non-compromising view on this question and accept that all chemical
interactions are governed by the activities which can be equated with concentrations only under
special circumstances. In gases where the interactions between gas molecules are relatively weak
the activities (more appropriately fugacities) can be equated with concentrations (partial pressures).
Another "safe" approximation of activity to concentration is commonly made in dilute aqueous
solutions in which the ionic strength does not exceed approximately 1 mmol 1", For electrically
neutral species the concentration of other solutes can be even higher. The immediate consequences
of making this assumption without proper justification are the non-specific interferences due to the
variation of the activity coefficient, which translates to a loss of the information content in the
signal. There are, however, sensors in which the output can be justifiably related to concentration
even under conditions where activity and concentration are substantially different. These are the
sensors whose output is governed by the spatial gradient or the time-change of concentration, i.e.,
in steady-state sensors for which the output signal £, is

dC.
Eout :iR(ZKz l)
- dx
or (1-27)
dcC.
E =R YK —
out (Z i dt j

If we differentiate the activity equation (1-2), in distance or in time we obtain



da df

ar dxC f_Nf_

and (1-28)
da _df . ,dC _ .dC
dr dr fdt ~f

The changes of activity coefficients over short distance and/or short time are almost always close to
zero and can be neglected. The activity coefficients also cancel out in the mass transport sensors
(e.g. amperometric) and can be also expressed in terms of concentrations rather then activities.
Generally speaking, only the equilibrium sensors with partitioning or adsorption mechanism
depend on activities rather than on concentrations.

A major confusion in the analytical, particularly sensing literature is the misuse of the term
“sensitivity” instead of “detection limit”. Sensitivity of the sensor is the Slope of its response in the

dynamic range while the detection limit is the minimum detectable response, usually above three
times the standard deviation (i.e. > 3s). Because it is evaluated experimentally the sensitivity of the
sensor has two sources of the error: standard deviation of the response sg and the standard deviation
of the concentration sc. The sensitivity m of a sensor is the first derivative of its response with
respect to the concentration of the analyte at any concentration Cx; at the response curve.
Therefore, the sensitivity goes from zero in the interference region through a maximum in the
dynamic range, to zero in the saturation region (Fig. 1-2)

m =| You (1-29)
dCy ).,

It has been proposed [1] to define analytical sensitivity vy as

y=" (1-30)
O-R
Because
SR = mSc (1'31)

it is possible to compare the sensitivity of different sensors using relationship from Eq. (1-30) and
(1-31) (Fig. 1-2).

y="" (1-32)
Oc

Ideally, sensors should behave reversibly in response to the changes of the analyte. If they do not
we talk about sensor hysteresis. This phenomenon can be overlooked if the response of the sensor
is experimentally evaluated only in the direction of increasing concentrations. This can be
a problem for testing of sensors in liquid media. Thus, it is important to evaluate it also for
dilutions. A convenient way to do this is to use flow injection analysis as the means of preparing
progressively dilute samples.



1.2 Origins of Selectivity - Equilibrium Selectivity

Selectivity is the single most important general issue in chemical sensing. It determines the useful-
ness of the sensor for any given application. It can be defined as the ability of a sensor to respond
primarily to only one species (analyte) in the presence of other species. Its role can be best ex-
plained by examining the response curve (Fig. 1.2). In this graph several responses of the sensor to
increasing concentration of the analyte are plotted, for increasing concentration of interfering spe-
cies. As their concentration increases the detection limit shifts to the higher concentration of the
primary species, and the dynamic range becomes narrower and narrower. In the most extreme case
it vanishes and the sensor becomes entirely non-responding.

Obviously, one of the most important objectives is to design the selective layer in such
a way, that it has wide dynamic range and as low the detection limit as possible. It means that in the
ideal case the layer should completely reject any interfering species and would respond exclusively
to the analyte. In a real analytical situation the nature of interferences it is rarely known a priory.
For practical reasons it is desirable to design the selective layer to be as specific as possible. Vari-
ous strategies for doing that are outlined in the following sections. It is also important to mention
here that the selectivity of the sensor response is also affected by the correct combination of the
recognition mechanism provided by the selective layer and of the amplification, transduction prin-
ciple. That aspect will be also discussed in individual types of sensors. There are two general
classes of selectivity: equilibrium based and kinetically based. Both types depend on specific inter-
actions of the analyte molecule with the selective layer. Besides that, there is also physical selec-
tivity based on highly specific interaction of the molecule with electrostatic and electromagnetic

field. It applies specifically to electrochemical and optical sensors.

1.2.1 Equilibrium Based Selectivity

Outline of the thermodynamics governing the equilibrium binding was given, in Section 1.1. The
selective layer can be homogeneous or can contain specific binding sites imbedded in a matrix.
When ideal selective layer is exposed to a mixture of molecules it interacts with those for which the
layer is selective and rejects the other, interfering molecules. The above discussion has been formu-
lated in terms of the change of free energy, but so far did not consider the types of the chemical
interactions, which may be involved in such interaction. The interactions that are relevant are all
weak interactions. They are summarized in Table 1.1 and arranged in the order of decreasing
strength. The covalent bond is shown only for comparison; otherwise it has no function in the se-
lectivity scheme.

There are two aspects that we need to pay attention to besides the interactions energies. First
is the effect of the dielectric constant. Since the nature of all these interactions is electrostatic in-
creasing dielectric constant D makes most of the interactions weaker. Second is the distance de-
pendence on r. The higher the power of » faster the interaction energy decays with distance be-
tween the molecule and its binding site. This is why weak interactions are also called short range
interactions. There is no distance dependence for donor-acceptor complexes, hydrogen and hydro-
phobic bonds in which the bond length is fixed and typically on the order of tenths of nm. The sig-
nificance of the short range distance dependence is in the shape recognition, which is the most
important reason for the high selectivity inherent in the so called “lock-and-key” biological interac-
tions. There the geometry of the interaction plays a dominant role.



Table 1.1:  Approximate Interaction Energies

Type of Interaction Distance Relationship (nm) Order of Magnitude (kJ mol™)
covalent bond 0.08-0.2 50-200
hydrogen bond 0.1-0.3 20-150
donor-acceptor 0.1-0.3 50-150
Hydrophobic bond CH;—CHj; <0.1 (1.2)*
O-P <0.1 (5)*
z,z 90
ion—ion E~—12
Dr
Z I, COS®
ion—dipole E~ I/“lz—z 15
Dr
dipole—dipole (stationary) E= 'ul—'uf +2
Dr
zZa
dipole—induced dipole E~222 2
P P Dr'
ao, LI
dispersion E~ %ﬁ 2-4

D is dielectric constant; o — polarizability; u — dipole moment; » — distance; z — charge; ® — angle and / ioni-
zation energy; (*) means per mole unit coupling

Living organisms are the ultimate sensing machines. In order to survive a living organism
must accomplish three missions: to metabolize, to reproduce and to process information. The latter
means both information acquisition and processing. There are millions of chemical species in the
environment and the selectivity is of primary importance because the acquisition of "false signals"
and/or their wrong interpretation could be anything from humorous to disastrous. The biological

strategy is to involve shape recognition, in other words, stereospecificity. The energies in Table 1.1
are listed as enthalpies H but the driving force in the chemical species/sensor interactions are really
the changes of free energy, AG, that includes the change of entropy AS. At constant temperature
the two are related by

AG =AH—-TAS (1-33)

The higher the entropy change, the more negative the free energy change and the more stable the
system. Entropy is a measure of the randomness of the system.

So, let us look at the geometry of the binding site and of the analyte in Fig. 1.3. We are interested
in examining their geometrical fit, meaning: "shape-recognition". Within the system marked by the
asterisk they are clearly in a more random configuration if they are not associated because they

have more degrees of freedom and therefore higher entropy. In other words, on the entropy consid-
eration alone they would be more stable if they were disassociated. The only way they would be
used in an active sensor is if the enthalpy decrease due to their association was high enough to
compensate for the value of the term TAS. In this case the "shape recognition" strategy will work
only if there are negative enthalpy producing binding sites (exothermic) present inside the "cleft" of
the binding site S. The Nature has, indeed used this strategy in using hydrogen bond, ionic bonds,
charge transfer complexes etc., inside the binding sites of hormone receptors, antibodies etc. How-
ever, as can be seen from Table 1.1, most of the interactions fall of rapidly with the distance be-
tween the interacting entities, with the exception of the coulombic ion-ion bond, and with the in-



crease of dielectric constant. The enthalpic interactions are common to many classes of compounds
and as such would not be an optimum strategy for achieving high selectivity. So, is there a way
out? Let us consider the most regular object, a sphere. It has only one parameter, which affects its
potential to be selectively recognized — its size. There is only one "arrangement" which corre-
sponds to a selective fit of the sphere to the binding site. If we now take a two spheres connected
with a solid rod (like a dumbell) the number of possible “fits” increases to three (two for the sizes
of the balls and one for their distance). We take one more step in this progression (Fig. 1.3) and
interconnect three balls of different size with two links of different length. For this "molecule" the
number of requirements for a perfect fit increases to twelve: three for the diameters of the balls,
two for the lengths of the links, one for the angle and than double that for the configuration 1-2-3 or
1-3-2. It is important to realize that only one configuration will fit the binding site. Generally, as

the geometrical complexity increases the number of possible misfits decreases and therefore the

selectivity increases. Moreover, the "size of the ball" can be also interpreted as the "type of interac-

tion". Therefore, a molecule approaching the binding site can be either attracted (AG < 0) or re-
pulsed (AG > 0). Thus, even if the molecule fits the binding site geometrically it must also match
the type of the enthalpic interaction belonging to that part of the binding site. For example, if the
region 2 on the molecule is hydrophobic then it must be again matched by the hydrophobic region
in the binding site. Any other interaction will result in AG >0, which means repulsion. Thus
a "mismatch" may actually have a negative contribution to the binding and thus further enhance the
overall recognition.

BINDING SITE A MISFIT

Fig. 1.3:  Principle of geometrical “fit” of the analyte and the binding site

As we see from Eq. (1-33) the increase of entropy favors binding. This is the essence of the
probably most important bond in biological systems, the hydrophobic bond. Figure 1.4A depicts
the situation as it exists in vacuum, which is obviously not a "typical biological situation". The
biological sensory systems work in aqueous environment. This means that water must be included
in the thermodynamic considerations (Fig. 1.4B). Water molecule interacts (hydrate) both S and X
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because its hydrogen bond, ion-dipole and dipole-dipole interactions have enough energy to cause
such association. When S and X are separated (Fig. 1.4B) there are arbitrarily selected two free
(random) molecules of water present in the system. For a unique description of the system we have
to specify the coordinates of all the components. If we place the origin of the coordinate system in
the binding site then the position of the remaining particles is uniquely described by 3n = 9 coordi-
nates. Those are their degrees of freedom. On the other hand when complex SX is formed (Fig.
1.4C) thirteen more water molecules will have been liberated from the cleft thus increasing the
number of the particles to 15 and the number of degrees of freedom to 45 (the numbers correspond,
of course, to the Fig. 1.4, but are otherwise arbitrary). This results in the increase of the entropy
(lowering the free energy) of the whole system. Thus, the binding free energy is driven by the entropy
of hydration. Its equivalent enthalpy value/interaction is included in Table 1.1 for comparison.

Fig. 1.4:  Principle of hydrophobic bonding. (A) binding in vacuum, (B) and (C) binding in
aqueous environment when S and X are hydrated

For the purpose of this discussion it is most important to realize that the hydrophobic bond
will contribute to the free energy of interaction only if the two molecules geometrically fit and

eliminate some hydration water from the binding cleft and its vicinity. It is this condition which

primarily accounts for the high selectivity found in the immunochemical reactions, biological re-
ceptor binding, enzyme/substrate recognition etc. It is also combined with enthalpy driven binding
which can again act only at a relatively short range.
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Equilibrium constants of some biological recognition reactions have stronger dependence on
temperature than others implying that the relative contribution to free energy change from, e.g., the
hydrogen bond (enthalpy) and the hydrophobic bond varies [2]. The important corollary for the
design of so called biosensors is that it would be difficult to employ a water-based biological selec-
tive system (e.g. most enzymes or antibodies) for water-free applications.

1.2.2 Bioselectivity

Specific binding sites of biological origin define the special class of chemical sensors — biosensors.
Due to their exceptionally high selectivity these bioligands have been subject of intense interest
among sensor scientists and engineers. They are classified in Table 1.2. Unfortunately, high speci-
ficity implies strong binding energies, often in the excess of 100 kJ mol™". It then becomes the case
of “too much of a good thing”. Once again we must invoke the difference between the sensor and
sensing system (or assay). The later requires some intervention in order to disassociate the strong
complex formed between the biological ligand and the substrate. Such step places them outside the
definition of the chemical sensors. However, they will be briefly discussed here for several reasons.
It may help to clarify the misuse of the term “biosensor”. Perhaps more importantly, there is a real
hope that these bioligands could be used in genuine biosensors if their high binding constant could

be lowered to the level where they could be used in equilibrium binding regime. Such de-tuning of
selectivity is possible, in principle, if the binding region in the biomolecule is covalently modified.
Another possibility is to operate them under the conditions when the binding interaction becomes
weaker to the point that the equilibrium is established. This can be done by modifying the reaction
medium, i.e., increasing ionic strength and lowering the pH (immunochemical interactions), addi-
tion of “hydrogen bond breakers” (DNA, RNA binding), elevating the temperature (DNA, RNA
binding), use of mixed organic/aqueous solvents (immunochemical and receptor binding). Such
change of operating conditions may, however, impose unacceptable constraints on the operation of
such biosensors. Finally, their very successful use in various bioassays is another reason for having
them briefly discussed. This assessment applies to all bioligands except enzymes.

Table 1.2: Biologands Used in Biosensors & Bioassays

BIOLIGAND USE
Antibodies/antigens Immunoassays
Oligonucleotides DNA (RNA) bioassays
Aptamers Bioassays
Enzymes Enzyme sensors
Receptors Bioassays
Cells & Tissues Bioassays

Immunochemical Selectivity

If one were to define an ideal reagent for construction of a selective layer, antibodies would have to
be considered very seriously. Their selectivity is based on stereospecificity of the binding site for
the antigenic determinand (antigen, hapten, epitope). Their production is relatively inexpensive and
universal, which means that antibody for any antigen, regardless of its shape or chemical nature,
can be produced by the same general procedure. In this respect the only limitation seems to be that
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of the size: Antigens of the molecular mass less than 2 000 normally do not induce an immuno-
chemical response in B-lymphocytes which produce them. In order to obtain antibodies for low
molecular weight antigens (haptents) it is necessary to link the latter to a high molecular weight
polymeric carrier (e.g. bovine serum albumin, polyethylene glycol etc.).

Antibodies belong to the group of serum proteins called immunoglobulins [2]. Their molecu-
lar mass ranges from 140 000 to 970 000. The number of antigens which can be bound to one anti-
body determines their valency which is typically 2 but can be as high as 10 for immunoglubulin M
(IgM). Their primary function is to disable foreign (high molecular weight) immunogens, be it
proteins, nucleic acids, viruses etc., which may invade and endanger the organism. In that respect
they can be looked at as highly specific complexing agents, which are one of the key factors in the
defense mechanism. The most common antibody is immunoglobulin G (IgG) which has the mo-
lecular mass 146 000 and valency 2. The diameter of the molecule is estimated to be ~ 7 nm and
the characteristic dimension of the binding site varies between 25 and 40 nm (Fig. 1.5).
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Fig. 1.5:  Immunoglobilin 1gG

Although the active site on the antibody is fundamentally highly specific to the given antigen
any preparation of antibodies either polyclonal or monoclonal is heterogeneous. This heterogeneity
is far greater in polyclonal antibodies than in their monoclonal counterparts. The average ability to
complex antigen is called avidity of the preparation while the binding equilibrium between anti-
body (Ab) and an antigen (Ag) is referred to as affinity

Ab+Ag i<:> [Ab*Ag] (1-34)

The binding constant K is again defined as the ratio of the forward and reverse rate constants, Eq.
(1-34). It ranges from K < 10" I mol™" for weak binding of antigens of M, < 2,500 to K > 10° I mol™"
for antigens of M, > 6 to 8 x 10°, which are very strongly bound [3].
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Under the physiological conditions the equilibrium constant in the range of K = 10° to
10° 1 mol™ correspond to AG® =-25 to —50 kJ mol™". The forward rate of the immunochemical
reaction is invariably very high (diffusion limited). This is consistent with the strategy of the bio-
logical defense mechanism: "shoot first, ask questions later", where the inactivation of a "poten-
tially harmful" antigen must be done with the maximum speed, but the recognition of the truly
harmful (or innocuous) constituent can be done much more slowly. This means that the dissocia-
tion rate constants vary over 7 decades from 10~ s™ to 10’ s and determine the overall high affinity
of the hapten or antigen to the antibody.

The nature of the Ab-Ag bond is of critical importance for analytical purposes. The most
prevalent bonds are considered to be coulombic, and Van der Waals interactions. The role of
water in the overall binding is also critically important. First of all it is the prerequisite in the
formation of the hydrophobic bond. However, expulsion of water from the binding site, which
takes place during binding, decreases the local dielectric constant and increases the strength of
the coulombic and Van der Waals bonds (Table 1.1) in that region. Thus the binding is coopera-
tive. The close stereospecific fit is, of course, necessary. There is no covalent bonding involved
in any immunochemical reactions.

In order to assess the utility of the immunochemical reaction for chemical sensing we need to
examine the effects of the experimental conditions on the primary association reaction. The effect
of temperature is not particularly distinct for most reactions and cannot be generalized. This is due
to the fact that the relative contribution of the hydrophobic (entropic) bond and other (enthalpic)
bonds is different. The equilibrium is largely insensitive to pH (between 6.5 - 8.5) and normal ionic
strength. However, by lowering the pH below 2 and increasing the ionic strength above 1M weak-
ens the Ab*Ag complex to the point that it can be dissociated. The presence of organic solvents
begins to play role only when the hydrophobic bonds become affected. Obviously, the presence of
water in the binding process is mandatory.

DNA and RNA Based Selectivity

The selectivity of DNA (and RNA) interaction is probably the highest among all biological recog-
nition sites. It is unique in that it relies exclusively on highly stereospecific hydrogen bonding be-
tween base pairs: adenine—thymine, and cytosine—guanine (Fig. 1.6). The enthalpic value of one
base pair formation is AH = 20.1 kJ mol™" for the A-T and AH = 57.5 kJ mol ™" for the G—C. Be-
cause the interaction enthalpies are additive the overall DNA fragment increases with the number
of base pairs reaching the “reversible” threshold even for a dimer. The sensing dilemma is obvious
- the interaction is again too strong. The sensing reversibility can be achieved, in principle, by op-
erating the sensor near the "melting temperature” of the duplex, but the melting point depends on
the number and type of base pairs and is not generally known a priory.

It is necessary to invoke the meaning of selectivity at this point. If the DNA fragment con-
tains a “mismatch” it must be considered to be an interferant, or “impurity” in the sensing context.
However, one such mismatch may lower the interaction energy by such a small amount that for all
purposes the “binding” and sensing still takes place. If the transduction mechanism cannot distin-
guish such an event then the selectivity is lost. Thus, paradoxically, the high selectivity of the ele-
mentary sensing interaction becomes self-defeating. Moreover, the position of the “mismatch” in
the DNA duplex plays also a role. The hybridization process is sequential, in nature. This means
that the association process starts at one end of the single strand (ssDNA) and progresses down the
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chain. This is known as the “kiss-and-zip” mechanism. A single “mismatch” is always skipped and
does not play a major role in the overall result, except for a slightly lover overall binding energy.
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Fig. 1.6:  General structure of DNA

Aptamers

These are “artificial/natural” oligonucleotides (DNA or RNA) in which the principle of the biologi-
cal “lock-and-key” recognition is preserved (Fig. 1.7). They are capable of binding small molecules
in the range of 100 — 10,000 Daltons. They have been designed for assays of drugs, small proteins
and other small molecules [4]. Their affinity is comparable or higher than corresponding mono-
clonal antibodies. It is due to the unique folding ability of RNA and of single-stranded DNA. They
are prepared by entirely in vitro procedure called SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment) process [5]. It is obvious that they suffer from the same problem as other
bioligands with the high binding constant, i.e. a virtual irreversibility. Again, they found number of
applications in bioassays where they show better performance (namely long term stability) than
antibodies. What makes them potentially interesting for the reversible sensing applications is the
possibility to manipulate, specifically to decrease the binding constant to the point that they would
operate in equilibrium regime.
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1.2.3 Molecularly Imprinted Polymers

Another way to realize the shape recognition ability is through the process known as molecular
imprinting [6,7]. In this process a template molecule creates a “footprint” in polymerizing ma-
trix. After its removal from the polymerized material this footprint becomes a shape-recognizing
specific binding site for the same molecule. The idea of molecular imprinting is quite old, dating
to mid fifties when Linus Pauling reported selective sorbents from silica gels. Imprinted poly-
mers came later and have been successful as stationary phases in chromatographic separations,
particularly of chiral isomers. In applications as direct sensing materials their success has been
quite limited.

There are two processes by which the bulk imprinted polymers are formed: covalent im-
printing and non-covalent imprinting. In the former the template molecule is first covalently
functionalized with the monomer and then co-polymerized with the pure monomer. After that the
covalent bond is broken and the template molecule is removed by extraction. In order to facilitate
the extraction step so called “porogenic solvent” is used. It effectively swells the polymer matrix.

In the non-covalent approach the monomer is “self-assembled” around the templating mole-
cule and then again co-polymerized with the additional monomer. The template is then removed by
using the porogenic solvent. The two schemes are shown in Fig. 1.8.
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It is also possible to prepare molecularly imprinted surfaces [8]. The process is depicted in
Fig. 1-9. First the template (in this case protein) is deposited on a mica surface, which is atomically
smooth. Next the surface and the adsorbed protein are coated with water-soluble disaccharide
(sugar). After that a fluoropolymer is deposited by plasma polymerization of C3F6. A mechanical
support is then added by attaching a glass cover slip with epoxy. Finally, the mica support is peeled
off, the sugar coating and protein molecules are washed away exposing the “footprint pit” where
the protein was. The thus prepared surface shows up to ten fold preferential enhancement of ad-
sorption of the template protein molecule as compared to other, non-imprinted proteins.

There are several reasons why imprinted polymers do not match the affinities of natural
stereospecific binding sites. First of all, the shape alone (i.e. entropic contribution) is not sufficient.
The specific short range interactions that exist in the natural binding sites generally do not exist in
the imprints. Second, it is implicit in solution polymerization that the templating molecules and the
monomers are solvated and that the solvation shell contributes to the overall shape and size of the
template in a significant way. When the imprinted material is used in a solid-gas interaction the fit
of the molecule without the solvent is poor. Another reason is that a “tight fit” implies that the tem-
plate is locked in the bulk of the polymer matrix and cannot get be extracted even with the aid of

the “porogenic” solvent. The fact that it is leached out and that the template molecule can exchange
between the imprint and the sample is because the fit is not as good as it has been expected. There-
fore the binding reversibility and the stereoscopic specificity are two conflicting requirements. This
problem does not exist in the imprinted surface where the “binding pit” is freely accessible. Only
the properly designed “baseline experiments” can truly assess the viability of the imprinting ap-
proach.
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1.2.4 Selectivity Based on Solubility. Organic Materials

The main difference between the materials described in this section and the previous ones is that
they are homogeneous. In other words, there are no discrete binding sites and the interaction be-
tween the analyte and the selective layer is governed by the Gibbs equation, Eq. (1-23). The solid
phase is treated as a “solid solvent” to which the analyte partitions from the sample. The solid
phase can be amorphous or polycrystalline or even a gel and the sample can be liquid or gas. An
immediate analogy with a gas chromatographic (GC) experiment comes to mind. There the sample
partitions between mobile gas or liquid phase and the stationary, solid or semi-liquid phase. Indeed
such analogy leads to one of the most successful empirical relationships, Linear Solvation Energy
Relationship (LSER) that has been used in design of selective layers, particularly for gas sensing.
The partitioning process is described by Eq. (1-35)

AGy =RTInKg=c+rR, +smy+a) o, +bY_ B +llog L' (1-35)
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The lower case coefficients are related to the sorbent material while the capital and the Greek letters
describe the gas. Hundreds of these values have been compiled from the GC data and tabulated [9].

The terms on the right-hand side of Eq. (1-35) have the meaning of individual contributions
to the Gibbs free energy change according to specific interactions, more-or less matching those
given in Table 1.1. The second term, rR,, is the polarizability, describing the interactions involv-
ing induced dipoles. The term s, is the polarity, matching ion-dipole and dipole-dipole interac-

tions. The terms az a2H and bz ,BZH relate to hydrogen bonding to acidic (a) and basic (b) sites,

respectively. Finally, the last term, / log L'®, is related to dispersion of van der Waals interactions.
The superscript 16 indicates the carbon-16 alkyl chain against which the dispersion has been refer-
enced.

The usefulness of the LSER approach hinges on the similarity of the partitioning coefficients
obtained from the sensing experiments (KS) and the gas chromatographic experiments (KGC). In

other words it is assumed that the relationship K¢ ~ K .holds. This is how LSER is used for

evaluation of a new sensing material. First the coefficient KGC is obtained from the tabulated data-
base, or experimentally. Second, using multiple linear regression technique the best fit is obtained
for the sensor test data and the individual coefficients in Eq. (1-35) are evaluated. This approach
has been used successfully in evaluation of multiple materials for gas sensors [10,11].

The coefficient ¢ in Eq. (1-35) is a “fitting parameter” that does not have an assigned physi-
cal meaning, but may account for the difference between the static (Ks) and dynamic (Kgc) nature
of the two experiments. It has been found that the GC partitioning coefficients are consistently
lower by a factor ~ 4, than those obtained from the mass sensor measurements with QCM and
SAW sensors [12]. This discrepancy may have its origin in the different nature of the two meas-
urements. In the chromatographic experiment the gas molecules at the front of the advancing zone
encounter “pristine” sorbent material. This is particularly important when a mixture of analytes is
evaluated. Second, the GC measurement is dynamic and not done under the conditions of fully
developed equilibrium. Nevertheless, in spite of this discrepancy the predictive properties of LSER
in design of new sensing materials has been exceptionally successful. The main domain of its ap-
plication has been in design of selective layers for various types of mass sensors.

One typo of interaction that is not covered in the LSER equation is formation of charge
transfer complex which can also increase the solubility of the gas on the selective matrix. Partial
transfer of charge in electron donor-acceptor interactions is a common notion in organic chemistry
[13]. The bond that is formed is a dipole whose dipole moment depends on the fraction of trans-
ferred charge and on the separation distance. When this interaction takes place between two mole-
cules the positive end of the dipole is located at the donor molecule and the negative at the acceptor
molecule. The amount of transferred charge depends on the electron affinities of the participating
molecules. The notion of electron affinity applies also to electronically conducting solid phases
where it is related to the position of the Fermi level and the value of work function. If the material
has high value of work function, i.e., it will act as electron acceptor and vice versa. Therefore,
molecules of gas that has low electron affinity, i.e., low ionization potential will partially transfer
electrons to the conduction energy band (of the material and become associated with the matrix.
From the material’s point of view this guest-host interaction represents a form of doping which
changes the electronic properties of the material, namely its conductivity and work function. From
the guest molecule viewpoint it increases its solubility in the matrix. The geometrical arrangement

19



of this association is highly specific to the material. It is important to realize the crucial difference
between this charge transfer doping and ionization doping. In charge transfer doping it is electri-
cally neutral molecule that interacts with the solid matrix. Such interaction is typical for gases and

can be exploited in gas sensors. On the other hand in ionization doping process electron is com-
pletely exchanged between the quest molecule and the matrix, leaving usually immobile donor

cation (in n-doping) or immobile acceptor anion (in p-doping). In chemists’ language the charge
transfer doping process constitutes Lewis acid-base chemistry while the ionization doping is char-
acteristic of the ionization or oxidation-reduction (redox) process. This distinction is critically im-
portant for chemical sensing. The ionization doping is the key mechanism of ion selective elec-
trodes where the ion selectively partitions into the organic phase, called ion selective membrane.
On the other hand charge transfer doping is key mechanism in work function sensors [14]. The
transduction principle that applies to these two interactions are substantially different. The two
mechanisms can be represented as

o charge transfer doping:
08,4+ Goampe &= 08 *G ™| (1-36a)
o ionization doping;:

+
OS s - T ==[ OS], (1-36b)
The asterisk in Eq. (1-36a) indicates that the guest molecule G is associated with the organic semi-
conductor (OS) in some intimate, dipolar geometrical arrangement dictated by the partially ex-
changed charge. Because the guest molecule is electrically neutral the sample from which this

molecule can be partitioned can be either gas or liquid. On the other hand partitioning of ions func-

tions between OS and a liquid sample. The organic materials that fall into this category of selective
materials are all organic semiconductors, namely conducting polymers, redox polymers and van der
Waals organic solids. Because there are many more electrically neutral gases general applicability
of charge-transfer recognition far exceeds that of e.g. ion selective electrodes.

It was stated at the beginning of this section that the distinguishing feature of materials based on
solubility-based selectivity is that they are homogeneous. This rule can be broken and enhancement
of selectivity can be achieved by incorporating specific binding binding sites into these matrices.
The choice of correct transduction mechanism then becomes important. Generally speaking, detec-
tion of mass change will work in all modes of solubility-based selective materials, as long as the
mechanical properties of such layers are not affected [15].

1.2.5 Selectivity Based on Solubility. Inorganic Materials

Although the general principle of partitioning equilibrium remains the same, there are additional
mechanism and underlying physical principles governing inorganic materials are different. An im-
portant, albeit somewhat unique example is the solubility of hydrogen in palladium metal in which
the charge transfer mechanism again applies. Molecular hydrogen first dissociates into atomic hy-
drogen [16], which then diffuses into Pd bulk forming bulk palladium hydride PdHx (Fig.1-10).
Thus, at the surface

H2,ads <—2 Hads (1'37)
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followed by

Pdsurf +Xx Hsurf <—Pdeulk (1_38)

Ho Ho

HHHHHHH

Pd (

Fig. 1.10:  Selective sorption of hydrogen by palladium

In the absence of oxygen the reaction (1-37) is reversible. However, when oxygen is present
a competing oxidation takes place at the Pd surface making the overall reaction irreversible.

4Hg,s+0y =>2H,07T (1-39)

Hydrogen is very important species and various hydrogen sensors based on reactions (1-37)
through (1-39) have been commercialized. They will be discussed in more detail later.

An entirely different selectivity principle, phase equilibrium, comes into play in high tem-
perature ionic conductors. The existence of many important gases dissolve in ionic solids at ele-
vated temperatures. However, the solubility is rather sharply defined for the gas and the solid by
the lattice parameters and the size of gas molecule. The best example is the solubility of oxygen in
zirconium dioxide. When ZrO; is doped with yttrium ions it exhibits high mobility for O-anion.
The solubility and anion mobility then become the cornerstone of several electrochemical gas sen-
sors based on “yttria stabilized zirconia” (YSZ). There are several factors that make solid state
ionic conductors attractive for chemical sensing purposes. One is the aforementioned selectivity
stemming from the narrowly defined solubility. Second is the fact that these materials are inten-
sively investigated as building blocks of fuel cells and the knowledge database useful also for sen-
sors is rapidly expanding. Third is their operating temperature which is typically well above the
critical point for water which eliminates this ubiquitous interference found in room temperature
sensors. The reverse side of this coin is that the high temperature requirement somewhat limits their
applications. Finally, the diffusion is faster at higher temperatures resulting in faster response time.

1.3 Origins of Selectivity - Selectivity Based on Kinetics

This form of selectivity applies to sensors that operate in steady state regime. The prime examples
are thermal and amperometric sensors. It is somewhat limited for potentiometric sensors and it
is least suitable for mass sensors.
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Consider mixture of species, X;, X,...X,, which are undergoing common chemical transfor-
mation to products P, but with different reaction rates

X, —4 P,
X, —25P, (1-40)
X, —4 5P,

Let us assume that a catalyst can selectively increase the rate of conversion of the analyte Xx

X, —2x 5P, (1-41)

cat.

Therefore,

ky >>k.,k,.k,

Such situation may arise for example, in the combustion sensor in which the species of interest is
methane and the other “combustibles” are different higher hydrocarbons. The catalyst in this case
can be Pt and the preferentially catalyzed reaction is

2CH,+30,—>2CO0, +H,0 (1-42)

This is the reaction taking place at the surface of thermal sensor, pellistor discussed in Part 1.2. An
example of a biocatalyst is enzyme glucose oxidase (G.0.D.) which highly selectively promotes

oxidation of D-glucose to gluconic acid
CH,0, —%°2 5 C,H,0,+H" (1-43)

This reaction will be used throughout this book because it is the most common biocatalyst in the
biosensor literature and will be discussed in greater detail below.

1.3.1 Enzyme Kinetics

In terms of sensing applications enzymes vastly outnumber any other type of catalysts. They are
natural products in biological systems where their primary function is to control the rates of impor-
tant reactions, mainly, but not exclusively, in metabolism. There are a few lipophilic enzymes, but
for most part they function in aqueous environment. Enzymes are the key component in the largest
group of biosensors. In the following section we will outline the fundamentals of enzyme kinetics.
The specific differences which arise from the different transduction mechanisms of different sen-
sors will be discussed separately. Here we shall focus only on the key aspects of enzymatic reacti-
ons.

Enzymes are a special kind of catalysts, proteins of M, 6,000 - 400,000 which are found in living
matter. They have two remarkable properties: 1) they are extremely selective to the given substrate
and 2) they are extraordinarily effective in increasing the rates of reactions. Thus, they combine the
recognition and amplification steps. A general enzymatically catalyzed reaction can be described
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by the Michaelis-Menten mechanism in which E is the enzyme, S is the substrate and P is the pro-
duct, formed from the intermediate complex ES
2 ky
S+E ——ES—P (1-44)

-1

The reaction velocity v can be expressed as the rate of increase of the concentration of the product P

— dc,
dt

1% =k,Crq (1-45)

For high value of substrate concentration the reaction velocity reaches its maximum (saturation).
Under those conditions all the available enzyme Er is bound in the complex with the substrate.
Thus

Vmax = k2Cer (1'46)

This means that the maximum velocity is proportional to the concentration of the enzyme. The
enzyme is present in this reaction in either free form or complexed with the substrate

Cer = Cg + Cgs (1-47)

At steady state the concentration of the enzyme the concentration of the ES complex is constant

% =kC,C, —(k_ +k,)Cs =0 (1-48)

The Michaelis—Menten constant K,,, is defined as

k., +k, C,C
K =——2=—"5"E (1-49)
k, Chs
Substitution for Cg in Eq. (1-49) from Eq. (1-47) yields
C.(C..—C
K = M (1-50)
CES
which when combined with Eq. (1-45) and (1-46) gives
C _
K_ = M (1-51)
v
After rearrangement we obtain the Michaelis—Menten equation
V= vmaxCS (1-52)
C,+K,,

It can be shown that K, equals the concentration of the substrate at which the reaction velo-
city is one-half of its maximum. Michaelis—Menten constant is important figure of merit for the
enzyme. It is the measure of its activity. Although it describes kinetic process, it has physical mea-
ning of dissociation constant, i.e. reciprocal binding constant. It means that smaller the K,,, more

strongly the substrate binds to the enzyme.

23



The extraordinary specificity of enzymatic catalysis is due to the shape recognition. Enzymes
are proteins having a stercospecific binding site. At this site the two reactants (in the above exam-
ple D-glucose and oxygen) are brought together in a precise and favorable orientation, for the re-
action to take place.

Like any other proteins, enzymes are subject to acid-base equilibria which affect their catalytic
properties, i.e., their K,,. Each enzyme has its own characteristic pH dependence. Thus the general

Michaelis—Menten equation which takes into account this pH dependence of K;,, can be written as

Vo Cs

_5 max )
=Ry CoiK. (1-53)

Besides hydrogen ions other species can also affect the enzymatic catalytic activity. This
phenomenon is called inhibition which may be specific, non-specific, reversible or irreversible. The
inhibition reactions can be also used for sensing of inhibitors. The best know example is the sensor
for detection of “nerve gases”. These componds inhibit the hydrolysis of the acetylcholine ester
which is catalyzed by the enzyme acetylcholine esterase. Acetylcholine ester is a key component
in neurotransmission mechanism.

Enzymatic reactions combine substrate specificity with the high amplification factor. From
that viewpoint they are ideal selective layers for chemical sensors. However, they are not specifi-
cally part of the information acquisition/processing scheme in Nature. Their exclusive role is to
lower, highly selectively, the activation energy barrier of certain reactions, thus acting as a regula-
tor.

A general diagram of an enzymatically coupled chemical sensor is shown in Fig. 1-11. The
geometry shown here corresponds to a semi-infinite planar diffusion. Other, e.g., radial geometries
typical for microsensors can be used. The enzyme containing layer is typically a hydrogel, whose
optimum thickness depends on the enzymatic reaction, on the operating pH and on the activity of
the enzyme (i.e., on the K;,.). Enzymes can be used with any transduction principle, i.e. as thermal,
electrochemical or an optical sensor. Mass sensors are generally not suitable for several reasons.
The most fundamental one is the fact that the net mass change in a catalyzed reactions is usually
small. Moreover, the mass sensors do not perform well in a gel, due to the mechanical damping.

The basic operating principle of use of enzymes in sensors is simple: an enzyme is immobili-
zed inside a permeable layer into which the substrate(s) diffuse and the product(s) can effuse. Any
other species which participate in the reaction, such as buffers must also diffuse in and out of the
layer (Fig. 1-11). Because of the combined mass transport and chemical reaction this scheme is
often referred to as diffusion-reaction mechanism. Mathematically this case is described by the set
of second-order partial differential equations, which are usually solved numerically.
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Fig. 1.11: Scematic of enzyme sensor with “zero-flux boundary”

The general uni-directional (in x coordinate) diffusion-reaction equation for species is

aaci _p&C
4 ox

2
9 £ R5(C)) (1-54)

in which the first term represents the mass transport and the second is the “reaction term”. This
equation has to be written for every participating species with the appropriate sign in front of the
reaction term.

When the pH-dependent Michaelis—Menten equation Eq. (1-53) is substituted for the reacti-
on term ‘R (C;) we obtain for the substrate S at any point inside the enzymatic gel layer

0Cg _D 82CS 3 RpHVmaxCs
o D a2 (Cs+Kpy)

(1-55)

The first term on the right-hand side of Eq. 1-55 is the diffusion term and the second one is called
kinetic (reaction) term.

It is necessary to normalize the variables as follows:
L
D

*

t Cg = CoK x=xL (1-56)

where the symbols with the asterisk are dimensionless variables. Substitution to Eq. (1-55) yield
dimensionless diffusion-reaction mechanism equation

* * *
[a&j = Dg oCs _¢2 G (1-57)
ot a2 1+Cg
The parameter ¢ is called Thiele modulus:

1/2
L
Vmax (1-58)

- 172
(KmDSmpH)

It contains all important design parameters, as well as the pH dependency of the enzyme activity. It
defines two operating regimes: For ¢ > 10 the mechanism is diffusion controlled while for the
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Thiele modulus ¢ < 5 it is reaction controlled. In other words it defines which of the terms on the
right hand side of Eq. 1-57 controls the rate of the conversion of the substrate. Because they are
operating in parallel it is always the smaller of the two. For chemical sensing the diffusion control
is always preferable. In order to have the high value of Thiele modulus we want to increase the
thickness of the layer, L, decrease the effective diffusion constant of the substrate Ds and increase
the enzyme loading (i.e., Vuax). The value of K, is a given for the enzyme. However, if we have a
choice, the enzyme preparation with lower Ky, is preferable.

Because there are several species diffusing in and out of the gel the normalization transfor-
mation must be done for all of them, leading to the system of second order partial differential
equations. Each species has its own Thiele modulus and again it is the smallest one that determines
the overall outcome. The complicating factor are the reactions involving the buffer which are alge-
braic. In mathematical terms it means that the resulting partial differential equations are “stiff”,
requiring numerical solution. As always with the differential equations, the final solution depends
on the initial and on the boundary conditions. The crucial ones define the conditions at the transdu-
cer/gel interface. If none of the reacting species can cross this interface this boundary is called zero
flux boundary. It is found in thermal, potentiometric and optical sensors. However, in amperomet-
ric sensors at least one of the species is consumed at this interface (typically oxygen) and a gradi-
ent of that species is established at that interface which is then called non-zero flux boundary.
This difference in operating mechanism has profound influence on the performance of such sensor.

The boundary and initial conditions are always defined by the assumption that have been made in
formulation of the model. These, in turn, depend on the approximations and compromises. Let us
now review briefly the approximations which have been made, more or less historically, by various
workers for the enzyme sensors, and rank them in the approximate order of severity.

(1)  there is a linear diffusion gradient inside the enzyme layer

(2)  there is no pH dependence of K,

(3) there is no effect of mobile buffer capacity

(4) there is no effect of fixed (i.e. the gel itself) buffer capacity

(5) there is no partitioning of reactants and products between the gel and the sample
(6) there is no Donnan potential at the gel/sample boundary

(7)  there is no depletion layer at the gel/sample boundary

Approximations (1) and (2) have been made in the earliest models of development of enzy-
matic sensors in order to simplify the mathematics. They are both bad; the concentration profiles
are non-linear [17] and pH dependence of enzyme kinetics is an established fact. Approximations
(3) and (4) would be the most serious for enzymatic sensors in which the sensor output is related to
the change of pH, because for such sensors the buffer capacity would have to be low and constant.
However, for sensors which use some other reactants/products but hydrogen ion a large excess of
buffer would mitigate the effects of these assumptions. To some extent they can be also mitigated
by the experimental design, as we will see later. The partitioning of electrically neutral species
(assumption 5) and electrically charged species (assumption 6), between the gel and the sample
affects the algebraic part of the model. To some extent it can be mitigated by the choice of the gel
matrix. It is a serious problem for both electrically neutral species (e.g. oxygen) and charged (ions)
species. Assumption 7 pertains exclusively to the enzymatic sensors with “non-zero flux boundary”
at the gel/transducer interface (i.e. amperometric sensors). It can be eliminated by decreasing the
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size of the sensor. In summary, assumptions (1) and (2) are unnecessary and have been avoided in
more advanced models. Assumptions (3) and (4) are unavoidable and illustrate the fundamental
weakness of most enzymatic sensors, particularly those depending on detection of pH changes.
Assumptions (5) and (6) can be avoided to some extent by experimental design, but should be
always accounted for in the model. Assumption (6) is easily avoidable. There is another assumption
that has not been mentioned, but that cannot be assumed to be always justified and that is the equa-
lity of concentration and activity.

Because the Thiele modulus is the controlling parameter in the diffusion-reaction equation it
is obvious from Eq. (1-57) that the optimum thickness L will depend on the other constants and
functions included in the Thiele modulus. For this reason the optimum thickness will vary from one
enzyme and one kinetic scheme to another.

Another important observation is related to the detection limit, dynamic range and sensitivi-
ty. For the expected values of the diffusion coefficient (in the gel) of approximately 10° cm?® s™
and substrate molecular mass about 300 the detection limit is approximately 10~ mol I"'. This is
due to the fact that the product of the enzymatic reaction is being removed from the membrane by
diffusion with approximately the same rate as it is being supplied. The dynamic range of the sensor
depends on the value of the K, and on v, (which depends on the enzyme loading). Generally
speaking, higher loading should extend the dynamic range at the top concentration range. In is so-
metimes stated incorrectly that "the enzyme sensor has close to theoretical dependence" or a "nern-
stian response" which means that a one-decade change of the bulk concentration of the substrate is
expected to yields a one-decade change at the surface (x = 0) concentration. In the case of potenti-
ometric enzyme sensors it would yield the slope of approximately 60 mV/decade at 25 °C. It is not
intuitively obvious, but clearly evident from the comparison of the experimental and calculated
response curves that there is no general theoretical slope, each enzymatic sensor having its own

“theoretical curve”, depending on the mechanism and on the conditions under which it operates.
We must remember, that the decade/decade slope would occur only if a constant fraction of the
product would reach the x = 0 interface. The upper limit of the dynamic range depends on the value
of the Thiele modulus. It can be increased by the enzyme loading but, obviously, only up to a point.
Normally the dynamic range is approximately between 10 and 10" mol I"".

We now return to the pH dependent reaction term iRpH in Eq. (1-59). Enzymes are proteins

that are subject to multiple protonation equilibria. In that respect they are polyelectrolytes. Scheme
shown in Fig. 1-12 depicts the simplest situation with only one product forming pathway in which
the product P is formed from the protonated enzyme/substrate complex H'ES. Fractions of protona-
ted and deprotonated enzyme are given by the dissociation equilibria with appropriate dissociation
constants. The substrate S shown in this scheme does not have acido-basic properties in the give
pH range. Solving the equations outlined in Scheme 1 yields for this reaction term relationship

Kgs,

Rop =| 1+ +

(1-65)
Kgs,  Cy

This is the term which has to be inserted into Eq. (1-59) and normalized equations for all the other
species involved in the reaction.
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Fig. 1.12: Scheme of pH dependent enzymatic reaction

Zero Flux Boundary Glucose Sensors

Probably without exception all “enzyme sensor developers” have used D-glucose/glucose oxidase as
the first step in their studies. Glucose is an easily accessible, non-toxic substrate, D-glucose oxidase
(G.0.D.) is inexpensive and available enzyme. The reaction itself is amenable to thermal, electro-
chemical and optical sensing. The blood glucose sensing is important diagnostic problem (related to
diabetes) that makes a good selling point in the perennial hunt for funding. Finally, some glucose
oxidase-based sensors have been commercially exceptionally successful for specific diagnostic appli-

cations. Not surprisingly, there are thousands of “glucose sensor” papers in the literature.

Glucose oxidase belongs to a large and important family of enzymes that catalyze selective
oxidation of various substrates. In nature the obvious electron acceptor (oxidant) is oxygen which
then becomes the second substrate in the kinetic scheme. In this form the glucose oxidase has been

used in many types of glucose sensors. Hydrogen peroxide is an intermediate in any reaction in
which the oxygen is the ultimate electron acceptor. Because H,0, is cytotoxic another enzyme,
catalase, always accompanies the natural oxidases. Its role is to remove the H,O, as fast as it is
formed. Nevertheless, certain amount of hydrogen peroxide always escapes and causes damage to
the parent oxidase, thus limiting its lifetime. This two-enzyme scheme is an example of enzymatic
cascade arrangement in which the product of one enzymatic reaction (intermediate) becomes the
substrate for the next reaction. Quite often it is possible to base the sensing scheme on the intercep-
tion of such intermediate.

In spite of its importance and popularity, the fine details of the B-D-glucose oxidase mechanism are
not completely known. The proposed model (Fig. 1-13) includes both the catalase cascade and the
protonation equilibria [18]. The pH dependent reaction term corresponding to this model is quite
complex:
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K -1
Cu, %5  Cu_ L
K K
s Cn K . CH (1-66)
kcat CE total k3 CS CE total k4 CO 2 CE total

1+

Ron =

The verification of the model is agin performed by fitting the experimental calibration (Fig. 1-14)
and time response (Fig. 1-15) curves. It is possible to plot the profiles of the most important species
in the gel layer (Fig. 1-16) and from this fit to estimate the optimum thickness of the gel layer. For
glucose sensor the optimum thickness appears to be 150 um under the given loading conditions.
The most important result of this procedure is to estimate the effect of buffer capacity and of oxy-
gen concentration on the pH at the hydrogel/transducer boundary. This result clearly indicates that
both the buffer capacity and oxygen are serious interferences and practically negate the high se-
lectivity of the enzyme itself. This is the most serious reason why zero flux boundary sensors (i.e.
potentiometric or optical) have failed in all but most rigorous laboratory conditions.
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Fig. 1.13: Enzymatic oxidation of glucose
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Fig. 1.15: Theoretical and experimental time-response for glucose sensor

1.3.2 Selectivity Based on Mass Transport

This form of selectivity is based on the concept of selectively blocking the access of all (interfering)
species, except the analyte to the active region of the transducer. It is a form of “filtration” which is
depicted in Fig. 1-17. The “blockage” can be achieved by size or charge discrimination. Thus, if a
dialysis membrane is placed in front of the transducer proteins and other species above certain size
cut-off can be rejected. This may work well if this process involves only electrically neutral species.
However, when ions are discriminated on the basis of size the partitioning process is affected by the
Donnan potential (Chapter 4) which develops at the membrane/electrolyte interface.

Another possibility is to discriminate on the basis of charge. Again a porous barrier membra-
ne containing fixed electrically charged moieties is placed in front of the transducer. It then “re-
jects” the like charged species by electrostatic repulsion. In other words, it is a form of “ion ex-
change” membrane.
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S dvoufazovymi kapalnymi systémy, ve kterych probihd transport a separace nabitych Castic se
setkavame v chemické praxi zejména u separacnich postupti, analytické chemii a chemické syntéze.
Polarizovatelné rozhrani nemisitelnych roztokl elektrolyt [1] lze s vyhodou vyuzit jak pro studi-
um procesti probihajicich na rozhrani analytickych senzorti vyuzivajicich kapalné membrany [2]
tak pro navrh a vyvoj novych typi analytickych ¢idel.

2.1 Typy systémui

Lze rozlisit tfi zakladni typy systému s rozhranim dvou nemisitelnych roztoki elektrolytti [3]. Nej-
jednodussi systém je slozen ze dvou nemisitelnych rozpoustédel, w a o, a jednoho binarniho elekt-
rolytu AX, ktery miize v obou rozpoustédlech disociovat na kation A" a anion X. Vysledkem roz-
délovaci rovnovahy

AX(W)|AX(0) @2.1)

je ustaveni rovnovazného potencialového rozdilu, A) @, mezi fazemi w a o, tzv. distribu¢niho po-

tencidlu. Pro distribu¢ni potencial plati

Ao, +80- RT | 7. +y°

2.2)
2 2F  y 4y

ANp=9"—¢° =

kde A)p? je standardni potencidlovy rozdil a y; je aktivitni koeficient iontu i. Distribu¢ni potencial

nezavisi pfimo ani na koncentraci elektrolytu AX, ani na stupni jeho disociace ve fazich w a o a je
urcen predevsim hodnotami standardnich chemickych potencialii (standardni Gibbsovou energii

GoWA)O

pienosu) A =u" — 1’ t&chto iontl ve fazich w a o,

_ AT
z,F zF

Ao} (2.3)
Protoze hodnotu distribuéniho potencialu nelze zménit dodanim naboje z vnéjsku, je rozhrani
v systému (2.1) nepolarizovatelné. Tento typ rozhrani se uplatiiuje v fad¢ systému praktického
vyznamu, ve kterych se rovnovaznym rozdélenim vhodné soli mezi faizemi dosahuje potencialové-
ho rozdilu zvolené polarity a velikosti az n¢kolika desetin voltu. Potencidlovy rozdil je pak hnaci
silou vyuzitelnych reakei prenosu hmoty, jichz se ti€astni nabité Castice.

Druhy typ systému zahrnuje rozhrani s jednim spole¢nym kationtem nebo aniontem, tj. sche-
maticky

AX(W)|AY(0) (2.4a)
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AX(w)[BX(0) (2.4b)

Rovnovazny potencidlovy rozdil mezi fazemi w a o je v téchto systémech vysledkem rozdélovacich
rovnovah tfi iontl. Za piedpokladu, Ze standardni potencialové rozdily splituji nerovnosti

w__0 w__0 w__0 w__0 w_0 w_0
Appx << Appa << Ajpy  resp. A pp << A,px << A oy
je rovnovazny potencialovy rozdil A)'¢ uréen Nernstovou rovnici

Arp=Alpr XL oL (2.5)
zF  a

kde aiw(o) jsou aktivity kationtu A" resp. aniontu X ve fazich w nebo o. Tehdy miiZze byt rozhrani

zakladem funkce iontové-selektivni elektrody reverzibilni ke kationu A" nebo anionu X . M4
1 vyznamné pouziti jako soucast referencni elektrody pro organickou fazi ve ¢tyfelektrodovém nebo
ttielektrodovém systému pro polarizaci rozhrani dvou nemisitelnych elektrolyti.

Ve tetim typu systému obsahuje kazda z fazi jiny elektrolyt

AX(w)BY(0) (2.6)

Jestlize jsou hodnoty standardni Gibbsovy energie pfenosu z faze w do faze o pro ionty A*
aX" velké a kladné, tj. AG®; ), AG°{° — 00, a pro ionty B" a Y velké a zdporné, tj.
AG"::EO, AGOX;O — —0, chova se rozhrani mezi fazemi w a o jako idealné polarizovatelna

elektroda a z elektrického hlediska jako kondenzator. Takovy systém je pro elektrochemické studi-
um nejvyznamngjsi, nebot’ umoznuje sledovat pritbéh vybrané reakce prenosu naboje jako funkci
nezavislé elektrické proménné (proudu nebo potencialu) pii sou¢asném potlaceni nezadoucich oh-
mickych slozek potencidlového rozdilu nebo transportu nabitych ¢astic. Naptiklad v systému

AX(w), MX(w)BY(0) 2.7
Ize sledovat reakci pienosu iontu M" z faze w do faze o, aniz by dochdzelo k interferenci s pfenosy
iontd A", B", X”a Y~ za podminek, Ze standardni potencialové rozdily splituji nerovnosti
w

max(A‘g(pﬁ, Avg(p%) < NVopnp << min(Aogog , AVOV(/)%)

2.2 Typy reakci

Jednoducha reakce pienosu iontu M* z faze w do faze o
M’(w) S M(0) (2.8)
je zékladnim typem reakce pienosu naboje na rozhrani dvou nemisitelnych roztoka elektrolytu.

Druhym zakladnim typem je jednoducha reakce ptenosu elektronu mezi redoxnim systémem
O1/R1 ve fazi w a redoxnim systémem O2/R2 ve fazi o

Ol1(w) + R2(0) 5 R1(w) + O2(0) 2.9
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Sprazenim téchto jednoduchych reakci s chemickymi reakcemi ve fazich w a o vznikaji slo-

v

zit€js$i mechanismy typu CE, EC, ECE atd.

Z elektroanalytického hlediska je vyznamny pienos iontu M", usnadnény tvorbou asociatu
nebo komplexu s protiiontem nebo ligandem L* na rozhrani

ME(w) + sLY(0) S M,L,"** (0) (2.10)

kde r a s jsou stechiometrické koeficienty. Vyznamné jsou i reakce, kdy nedojde k pfenosu naboje
z jedné faze do druhé, ale produkt reakce je adsorbovan na rozhrani. To nastava zvlasté v ptipade,
kdyz alespon jedna z vychozich latek je povrchové aktivni. V prvnim kroku dochazi k adsorpci
povrchové aktivni latky na rozhrani, v dalsim pak k tvorb¢ asocialu nebo komplexu

sL*(0) 5 sL*(ads) + rM(w) S M,L,"**(ads) (2.11)

2.3 Vlastnosti rozhrani

Rozhrani dvou nemisitelnych roztoki elektrolytii tvoii pravdépodobné jedna az dvé vrstvy oriento-
vanych molekul obou rozpoustédel (tzv. vnitini vrstva), ktera oddéluje dvé oblasti prostorového
naboje (tzv. difuzni dvojvrstva) s pfebytkem pozitivniho prostorového naboje na jedné strané roz-
hrani a negativniho prostorového naboje na strané¢ druhé. M¢éteni kapacity rozhrani ukézala, ze

podstatna ¢ast potencidlového rozdilu Al'¢ je soustiedéna v difuzni Easti dvojvrstvy.

Transportni, termodynamické, pripadné kinetické parametry byly urceny u velké fady reakci
jednoduchého ptenosu jednomocnych i dvojmocnych iontli, usnadnéného pienosu iontu a dalSich
sprazenych reakci pievazné ptes rozhrani voda/nitrobenzen a voda/1,2-dichlorethan.

2.4 Vyvoj metodiky

Metodiky pouzivané pro studium procesti na polarizovatelném kapalném rozhrani vychazeji
z principt klasickych potenciostatickych a galvanostatickych metod, pouzivanych pro studium déji
na pevnych elektrodach. Z potenciostatickych metod je to hlavné metoda cyklické voltametrie,
ac-voltametrie a faradické impedance pfi rovnovazném potencialu. Z galvanostatickych metod je to
metoda chronoamperometrie a metoda kratkého proudového skoku.

Pro pfesnd méfeni parametri faradickych i nefaradaickych procesi je nejvhodnéjsi rovinné
rozhrani, na kterém lze dosdhnout homogenni polarizace a tim kontrolovat pozadovanym zptso-
bem potencidlovy rozdil na celém rozhrani. V dasledku ohmického spadu v elektrolytu byly prvni
polariza¢ni kiivky na stacionarnim rozhrani dvou elektrolytt zna¢né deformovany. Pfi pouziti gal-
vanostatické techniky zlistava sice ohmicky potencidlovy rozdil konstantni, je vSak tfeba ho pfti
analyze chronopotenciogramil vyhodnotit a odecist. Pionyrska prace na elektrolytové kapkové
elektrodé [4] stimulovala dal$i metodicky rozvoj. Byla zavedena technika voltametrie se Ctytelek-
trodovym potenciostatem a automatickou kompenzaci ohmického potencidlového rozdilu. Tato
technika je v soucasnosti nejrozsifen¢jsi. Na obr. 2.1 je schematicky znazornéna ctyielektrodova
sklenéna nadobka [5] se dvéma referentnimi elektrodami (RE1,2) a dvéma pomocnymi elektrodami
(CE1,2). Typicky reverzibilni voltamogram pfenosu tetramethylamoniového kationtu z vody do
organické faze je ukazan na obr. 2.2.
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Obr. 2.1:  Elektrolytickda ndadobka s rovinnym rozhranim

RE, CE — referentni a pomocna elektroda pro vodnou (1) a organickou (2) fazi, B — sklenéna
prepazka, C — elektrolytové rozhrani

Obr. 2.2:  Cyklicky voltamogram

1 — zékladni elektrolyty 0,01M-LiCl ve vod¢ a 0,01 M-tetrabutylamonium tetrafenylborat
(TBATPB) v nitrobenzenu; 2 — piidavek 0,8mM-tetrametylamonium bromidu do vodné faze

2.5 Analytické aplikace

2.5.1 Detektor pro pritokovy systém

Vyuziti jednoduché reakce pienosu naboje (2.8) ptes rozhrani dvou nemisitelnych roztokl elektro-
Iyt pro detekci iontli byla testovana v priutokovém systému na stanoveni iontu acetylcholinu
(ACH"). Stanoveni jednotlivych iont v jejich smésich jednoduchou pienosovou reakei je vazano
podminkou uvedenou u systému (2.7). Pokud je standardni potencidlovy rozdil jednotlivych iontt
ptitomnych v roztoku podobny, je jejich rozliSeni nemozné. Na druhé strané lze této malé selektivi-
ty vyuzit v konstrukei analytického detektoru v systému, kdy k separaci iont dojde jinym zpuso-
bem, napf. v chromatografické kolon¢€. V pritokovém detektoru [6] byly vodna a nitrobenzenova
faze stabilizovany piridavkem gelotvorné latky, agarem nebo PVC.

Stanoveni bylo provedeno v elektrochemickém clanku

Ag| AgCl| 0,01M-LiCl | mobilni faze | 0,05SM-TBATPB | 0,05M-TBACI | AgCl | Ag
3 % Agar (w) 20 % PVC (o) 3% Agar(w*) (2.12)
7 5 8 4 3

kde ¢isla ve schématu odpovidaji ¢islim v popisu detektoru na obr. 2.3. Konstantni pritok mobilni
faze 0,01M-LiCl detektorem byl udrzovan peristaltickou pumpou Buchler (USA). DP-voltamogram
naméfeny za konstantniho prittoku vodné faze (0,3 cm® s™') je ukazan na obr. 2.4. K¥ivka 1 je proud
zékladnich elektrolytt, kiivka 2 odpovida koncentraci 5-10°M-ACH". Pro detekci iontu ACH"
v prutokovém systému byly pulsy DPV generovany pii konstantnim potencialu £ = 0,36 V. Odezva
systému pro riizné koncentrace ACH" v nastiiku o objemu 100 pl pii pritoku 1,6 cm® s™' je ukézana
na obr. 2.5. Zavislost proudu piku na koncentraci ACH" je linearni, viz. obr. 2.6.
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Obr. 2.3:  Schéma prutokového detektoru

1, 2 — vstup a vystup mobilni faze; 3, 5 — vstup a vystup agarové faze; 4 — gel PVC
v nitrobenzenu; 6, 7 — elektrody Ag/AgCl; 8 — pomocna elektroda Cu; 9 — distan¢ni podlozka
PE, tloustka 0,07 mm; 10, 11 — Teflex; pracovni objem detektoru je ca. 0,3 ul

Obr. 2.4:  DP-voltamogram v priitokovém systému

Mobilni faze: 0,01M-LiCl bez chloridu acetylcholinu (1) a s ptidavkem 5 - 10°M-chloridu

acetylcholinu (2). Velikost pulsti 25 mV, délka pulsu 0,5 s, polarizaéni rychlost 5 mV s™', prii-
tok 0,3 cm® min™
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Obr. 2.5:  Proudovy signdl detektoru pro riizné koncentrace ACH' v nisti'iku o objemu 100 ul

Obr. 2.6:  Zavislost proudu piku na koncentraci ACH"

2.5.2 Ur¢eni konstanty stability komplexu a jeho stechiometrie z voltmetrickych
méreni usnadnéného prenosu iontu

Pritomnost ligandu tvoficiho komplex s pfenaSenym iontem se projevi posunem voltamogramu
usnadnéného prenosu k mensim hodnotam potencialovych rozdili (tj. na obr. 2.2 doleva) proti volta-
mogramu bez piitomnosti ligandu. Z analytického hlediska jsou zajimavé dva limitni pfipady usnad-
néného prenosu iontu, (2.10). V prvém, je-li koncentrace iontu ve vodné fazi podstatné vétsi nez kon-
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centrace ligandu v organické fazi, ¢™"y >> ¢™°L, je reakce Fzena difuzi ligandu k rozhrani, tj. méfeny
proud je umémy jeho koncentraci. V druhém piipadg, pro ¢™y << ™1, je situace opaéna.

Tvar voltametrickych kfivek pro piipad ™y >> "L, s riiznym stechiometrickym pomérem
kation : ligand byly spocitany [7] pro reversibilni prabéh reakce (2.10). Zavislost bezrozmérné
proudové funkce x(t) na potencidlu pro jednotlivé stechiometrie komplexu M,L, (r:s 1:1, 1:2
a 1:3) je ukazéna na obr. 2.7. Zavislost zmény pualvinového potencialu AE;,; na zméné koncentrace
ligandu Ac™; je na obr. 2.8. Z vysledk je patrné, Ze tvar voltmetrické kiivky pro komplex o ste-
chiometrii 1:1 je totozny s tvarem pro reakci jednoduchého pienosu iontu (obr. 2.2). Usnadnény
prenos se projevi pouze v potencidlovém posunu voltmetrické kiivky smérem k mensim hodnotam
potencialovych rozdilt, z kterého Ize vypocitat konstantu stability komplexu v organické fazi Ky

EQML:EQM—(RT/VZF) In KML (CM)r (213)

kde E°\ a E®y jsou formalni potencialy reakce (2.10) a (2.8). Rozdil potencialt proudovych piki
AE, (obr. 2.7) je zavisly na slozeni komplexu a 1ze ho tedy pouZit pro urceni jeho stechiometrie.
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Obr. 2.7:  Zavislost bezrozmérné funkce y(t) na potencidlu z(E — E;/,) pro reakci usnadnéného
PpFenosu ndboje a riiznou stechiometrii komplexu
Pomér kation:ligand: 1:1 (1), 1:2 (2) a 1:3 (3)

Obr. 2.8:  Zavislost zmény piilvinového potencidalu AE;,; na zméné koncentrace ligandu A’y
pro reakci usnadnéného pienosu ndboje a riiznou stechiometrii komplexu

Pomér kation:ligand: 1:1 (1), 1:2 (2) a 1:3 (3)

2.5.2 Stanoveni monensinu na agarové elektrodé

Ptikladem vyuziti usnadnéného prenosu naboje pies rozhrani dvou nemisitelnych roztokid elektro-
lyti pro stanoveni koncentrace ligandu je vypracovand metoda na stanoveni kokcidiostatika mo-
nensinu ve fermentaénich pidach [8]. Monensin (obr. 9) je acyklicka monokarboxylova kyselina,
tvorici komplexy s kovovymi ionty umisténymi uvnitt kruhu, ktery je uzavien vodikovym must-
kem. Stanoveni monensinu je zaloZeno na reakci usnadnéného pienosu sodikového iontu pies ka-
palné rozhrani. Je-li koncentrace pfenasené¢ho iontu podstatné vétSi nez koncentrace monensinu
v organické fazi, odpovida méteny proud difuzi monensinu k rozhrani a 1ze ho tedy pouzit k uréeni
jeho koncentrace. Protoze monensin je pfitomen ve fermentacni ptidé ve formé sodné soli NaMon,
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ktera dalsi komplex s iontem Na' netvofi, musi se nejprve prevést na kyselou formu HMon. Rov-
novaha této reakce spojena s nasledujicim usnadnénym pienosem iontd pies rozhrani vo-
da/nitrobenzen byla studovana v praci [9].

Obr. 2.9:  Struktura monensinu A
R1 = CHz(MG)COzH, R2 = Et, B: R] = CHQ(MG)COzH, R2 = MC, C: Rl = (CH2)3C02H, R2 =Me

Cely proces lze popsat schématem

vodna faze organicka faze
2.14

>5H" NaMon @19

pH

<5Na’ HMon (2.15)

<>
HMon
Stanoveni monensinu bylo provedeno v elektrochemickém ¢lanku
Ag| AgCl 0,01M-NaCl 0,0lM-TBATPB | 0,01M-TBACI | AgCl | Ag (2.16)
0,1M-C4¢HcO;Na, xmM-NaMon 3% Agar
3% Agar
(w) (0) (w9

kde roztok citronanu sodného ve vodné fazi w udrzuje pH na hodnoté 4,9. Ptalvinovy potencial
usnadnéného prenosu sodikovych iontd je dan vztahem

ev __

w w RT w
12— Ao q’l?a - Ao ¢?BA _?ln KMonCNa (2.17)

kde Kyon je konstanta stability komplexu Na[HMon]" v nitrobenzenové fazi. Vzhledem k tomu, Ze
konstanta stability Ky, je pro monensin A i B prakticky stejna, log Kyon = 5,9 a 6,05, nelze touto
metodou stanovit jejich podil ve smési, ale pouze jejich celkovou koncentraci.

Elektrolyticka nadobka pro stanoveni monensinu vyuzivd vodné elektrody mechanicky
zpevnéné agarovym gelem. Jeji nakres je na obr. 2.10. Agarové elektrody lze z nadobky vyjmout,
oplachnout a pouzit pro dal$si méfeni. Ptiklad voltamogramu usnadnéného pienosu sodikového
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iontu monensinem A+B pfi polariza¢ni rychlosti 0,05 V s™' je ukazan na obr. 2.11. Kladny proud
piislusi prenosu Na® z vodné faze do nitrobenzenové, kde tvori komplex s HMon podle schématu
(2.15), ktery se pak pfi zpétném pochodu rozpada a uvolnény sodikovy kation ptechazi zpét do
vodné faze. VEtSi hodnota rozdilu potenciali prodovych maxim, AE, = 0,08 V, je zpiisobena ¢as-
ten¢ polarizaci elektrody Ag/AgCl pii prichodu proudu a nedekompenzovanym ohmickym odpo-
rem elektrolytu. Koncentraci monensinu lze ur¢it metodou standardniho pfidavku nebo piimo
z kalibra¢ni kiivky. Vyska proudového maxima je pfimo umeérnd koncentraci monensinu c
Mon = 1,381, (mmol dm™, HA), pro koncentrace monensinu ¢y, = 0,1 az 1,2 mmol dm™. Monensin
byl extrahovan z fermentacni piidy dvoustupniovym vyttepanim do ¢istého nitrobenzenu.

CE2
RE 2 RE1+ CE1

0.5

-051—

0.2 0.3 04 £y

Obr. 2.10: Trielektrodova nadobka s rozhranim kapalina/polymerovy gel

RE2, CE2 — referentni a pomocna elektroda pro organickou fazi, RE1, CE1 — pracovni elek-
troda (WE, schéma (2.16)) pro vodnou fazi

Obr. 2.11:  Voltamogram usnadnéného p¥enosu iontu Na* monensinem na rozhrani agarovy
gel/nitrobenzen

(1) standardni roztok 5 - 10™*M-monensinu, (2) ptidavek 50 pl extraktu z fermentaéni pady do
2 cm’ organické faze, --- proud zakladniho elektrolytu. Polariza¢ni rychlost 0,05 V s
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3. SENZORY NA BAZI POREZNIHO KREMIKU
doc. RNDr. Ivan Jelinek', doc. RNDr. Juraj Dian, CSc. 2
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Pevnolatkové materiadly vykazuji chovani zna¢né rozdilné ve srovnani s molekularnimi ttvary.
Hlavnim dGvodem je jejich pasova elektronova struktura, ktera miize vykazovat specifické rysy
v zavislosti na typu uspotradani (krystalické, mikrokrystalické a nanokrystalické, amorfni). Viditel-
na fotoluminiscence porézniho kiemiku ma pivod v nanostrukturnich utvarech, které vznikaji
v pribéhu elektrochemického leptani krystalického kiemiku. V disledku kvantového rozmérového
jevu dochazi jednak k rozsifeni zakdzaného pasu, jednak k postupné zmén¢ jeho struktury z nepii-
mé na ptimou. Vysledny material pak vykazuje velice intenzivni fotoluminiscenci v ¢ervené oblasti
viditelného spektra. U nanostrukturnich tvart maji, vzhledem k svému vysokému relativnimu
zastoupeni, velmi vyznamnou roli atomy v blizkosti povrchu. Fyzikalni a chemické vlastnosti po-
rézniho kiemiku tak zaviseji na pfitomnosti riznych latek v blizkosti povrchu. Této zavislosti se
vyuziva pro konstrukci chemickych senzorti nejriiznéjsich typa.

Predmétem naseho studia bylo méfeni zavislosti fotoluminiscencnich vlastnosti porézniho
kiemiku - intenzité fotoluminiscence a doby dohasinani fotoluminiscence — na pfitomnosti che-
mickych latek. Cilem byla jednak optimalizace pfipravy tohoto materidlu pro zvyseni citlivosti
senzorové odezvy, jednak zvySeni selektivity senzorové odezvy funkcionalizaci povrchu kiemiko-
vych nanostruktur vhodnymi chemickymi latkami.

3.1 Fyzikalni vlastnosti krystalického kiremiku

3.1.1 Pasova struktura krystalického kiemiku.

Korektni popis souboru elektront v pevnych latkach vyzaduje vyuziti pfistupi kvantové fyziky,
které jsou nutné pro vysvétleni jevil probihajicich v oblastech prostoru, jejichz rozméry jsou srov-
natelné s tzv. de Broglieho vinovou délkou A studované Castice:
s

mv

p) 3.1)

kde i =1,054 - 10** I s je Planckova konstanta, m je hmotnost uvazované &astice a v je jeji rych-
lost. Casticim, které se chovaji uvedenym zpiisobem, nelze jednoznacné piipsat Gasticové nebo
vlnové vlastnosti. Dtsledkem tohoto vilnové-korpuskularniho dualismu je vzdjemny vztah mezi

energii £ a hybnosti p, coz jsou typicky Casticové fyzikalni veli¢iny, a thlovou frekvenci @

a vilnovym vektorem k , C0Z jsou typicky vinové veliCiny:
E=ho p=nhk (3.2)

kde 7 je Planckova konstanta.
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Pti vzniku molekul ma podstatny vyznam snizeni celkové energie systému v disledku pte-
rozdéleni elektronové hustoty pii urcité geometrické konfiguraci jader. Vnitini elektrony, které se
neucastni chemické vazby, zlstavaji soucasti pivodnich atomd. Valenéni elektrony, které obsazuji
vazebné MO, se stavaji soucasti molekuly jako celku a oproti ptivodnim atomim se v zavislosti na
symetrii MO mtizou pohybovat v oblasti prostoru vymezené rozmérem dané molekuly. V dtsledku
omezeni elektronu v malé oblasti prostoru (srovnatelné s jejich de Broglicho vinovou délkou) je
celkova elektronova energie zavisla na mezijaderné vzdalenosti.

Pti vzniku chemické vazby v krystalickych latkach dochazi k rozstépeni elektronovych hla-
din piivodnich atomt za vzniku odpovidajiciho poctu vazebnych a protivazebnych orbitalti. Pie-
kryv makroskopického poctu hladin vede ke vzniku kvazispojité struktury s rozdilem elektrono-
vych energetickych hladin mensim, nez je energie tepelného pohybu. Typicka velikost energie
elektronového pasu je cca 20 eV [1]. Pii pokojové teploté (kT = 25 meV) se vytvaii pasova struktu-
ra jiz pro utvary o velikosti kolem jednoho tisice atomt.

Elektronové pasy, které odpovidaji nejvySe obsazenym orbitalovym hladindm ptvodnich
atomu, vytvareji valen¢ni pasy, pasy odpovidajici v zakladnim stavu nejnize neobsazenym hladi-
nam vytvareji vodivoestni pasy. U kovii dochazi bud’ k tomu, Ze valencni pés neni zcela zaplnén
(ptipad castecné zaplnénych slupek ptivodnich atomil - alkalické kovy a vétSina prechodnych kovit)
popt. valen¢ni a vodivostni pas se piekryvaji (pfipad zcela zaplnénych slupek atomti — kovy alka-
lickych zemin). U polovodic¢a a izolantli jsou valen¢ni a vodivostni pas oddéleny pasem zakaza-
nych energii. Jako polovodice oznacujeme v soucasné dobé materidly, jejichz Sitka zakazaného
pasu je mensi neZ 3,5 eV, materialy s vy§si hodnotou zakazaného péasu jsou izolanty '.
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vodivostni
pas

\ /

zakdzany pas

b

Q
1]

valen¢ni
pas

Tt

v ®®© . .

hustota sta;ﬁ

hybridni klastrové
atomové atomové molekulové molekulové pasova
orbitaly orbitaly orbitaly orbitaly struktura

Obr. 3.1:  Vznik pdsové struktury kiremiku

1 . . oy . ¥ , o~y ; , sy
Hranice mezi polovodicem a izolantem se postupné posouva k vy$§im hodnotam. Je to dano zejména

schopnosti soucasné optoelektroniky vyuzit materialy s vyssi hodnotou zakdzaného pasu v polovodi¢ovych
aplikacich. Soucasné modré LED diody pracuji na bazi GaN, ktery ma Sitku zakdzaného pasu 3,45 eV.
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3.2.1 Chovani elektronu v energetickych pasech, pojem k-prostoru

Elektrony ve vodivostnim pasu polovodice se ve velmi dobrém piiblizeni chovaji jako volné elek-
trony. Diky tomu bylo mozné mnohé vlastnosti kovii — napf. elektrickou a tepelnou vodivost —
vysvétlit brzy po objevu elektronu na pocatku 20. stoleti v ramci klasické fyziky. Energie volného
elektronu je urcena jeho kinetickou energii:

E=2_ (3.3)
Uvazenim vztahu (3.2) dostaneme zavislost energie volného elektronu na vinovém vektoru k:

W k?
2m

E= (3.4)

Zavislost celkové energie elektronu ve vodivostnim pasu na vinovém vektoru k 1ze popsat parabo-
lickou zavislosti pouze v okoli minima (viz. obr. 3.2a).

N N

E E

0 K 0 K
a b

Obr. 3.2:  Zavislost energie (a) elektronu ve vodivostnim pdsu, (b) diry ve valenénim pdsu na

vinovém vektoru k

Excitaci elektronu z valen¢niho do vodivostniho pasu vznikne ve valenénim pasu prazdné
misto. Tento chybéjici elektron je vyhodné popsat jako kladné nabitou cCastici, kterou nazyvame
dira. Zavislost energie diry na vlnovém vektoru je analogicka jako pro elektron s tim, Ze energie
diry roste opaénym smérem (analogie bublinek ve vod¢, kdy potencialni energie bublinky roste
s hloubkou) — viz obr. 3.2b.

Uplny popis pasové struktury krystalického polovodite vyzaduje znalost zavislosti energie
na libovolné hodnoté vinového vektoru. Tento popis se provadi pomoci pojmu reciprokého prosto-
ru (prostoru vinovych vektori), ktery je sdruzeny s danou krystalovou mtizkou [2]. Pasova struktu-
ra se urcuje pro vhodné vybranou elementarni buiku — Brillouinovu zénu — pomoci semiempiric-
kych vypocti [3].

3.1.3 Polovodice s pfimym a nepfimym zakidzanym pasem

Uplnou pasovou strukturu lze ziskat kombinaci vhodnych semiempirickych metod teorie pevnych
latek. Tvar elektronovych pasti v okoli maxima valen¢niho pasu a minima vodivostniho pasu lze
v prvnim pfiblizeni aproximovat paraboloidem. Polovodice rozdélujeme podle typu pasové struktu-
ry na polovodice s pfimym zakazanym pasem a polovodice s nepfimym zakazanym pasem. U po-
lovodict s pfimym zakdzanym pasem lezi maximum valen¢niho pasu pfi stejné hodnoté vektoru
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k jako minimum vodivostniho péasu, u polovodi¢i s nepfimym zakazanym pasem pii jiné hodnoté

vektoru k (viz. obr. 3.3) Uvedené rozdéleni polovodic¢li ma zasadni vyznam pro pravdépodobnost
elektronovych ptechodl v téchto materialech. Pti elektronovych ptechodech je u polovodici s pfi-
mym zakdzanym pasem nutné splnit pouze zakon zachovani energie. Pro polovodice s nepiimym
zakézanym pasem je pfi excitaci elektronti do vodivostniho pasu v blizkosti absorp¢ni hrany a pfi
zpétném piechodu excitovanych elektrond z vodivostniho pasu zpét do valen¢niho pasu nutné kro-
mé zakona zachovani energie splnit i zdkon zachovani hybnosti (dochdzi ke zméné vinového vek-
toru elektronu). Potiebnou hybnost dodava zpravidla miizkova vibrace — fonon. Dlsledkem této
dodate¢né podminky je podstatné nizs$i pravdépodobnost nepiimych elektronovych piechodu

(kvantovy vytézek je pii pokojové teploté zpravidla nizsi nez 107%).

\\ 4
N

Obr. 3.3:  Mechanismus fotoluminiscence polovodice s piimym (a) a nepiimym (b) zakdzanym
pdsem

3.1.4 Fotoluminiscence v pevnych latkach

Fotoluminiscence je zafiva rekombinace excitovanych nosict naboje a v principu jde o d&j opacny
k absorpci fotonu. Jde o nerovnovazny proces a energie je v piipadé fotoluminiscence dodavana
prave absorpci fotonu o vhodné energii.

Fotoluminiscence spektroskopie slouzi jiz od svého vzniku k charakterizaci polovodi¢ovych
materialt,, zejména pak k osvétleni fyzikalnich procest doprovazejicich zativou rekombinaci exci-
tovanych nosi¢ti naboje. Vyznamnym zptsobem tak dopliiuje dalsi zakladni metody charakterizace
polovodicii jako jsou opticka absorpce, rentgenova difrakce, transmisni elektronova mikroskopie,
rastrovaci elektronova mikroskopie a méteni Hallova jevu. VSechny uvedené charakterizacni me-
tody jsou uziteéné pro stanoveni dil¢ich vlastnosti studovanych materiali a pro Uplnou charakteri-
zaci materidlu je nutné ziskat komplementarni informace pomoci vicero vhodnych charakterizac-
nich metod. Z tohoto hlediska prislusi klasické ,,steady-state* fotoluminiscen¢ni spektroskopii di-
lezité postaveni pii uréovani t€chto materialovych charakteristik: (1) kvantovy vytézek luminiscen-
ce, (2) chemické slozeni materialu, (3) kvantitativni obsah pfimési a (4) tloustka tenkych vrstev.
Casové rozlisena fotoluminiscence poskytuje informace o (5) dynamice volnych nosi¢i naboje, (6)
mechanismu rekombinacnich procesii a v ptipadé soucasného lateralniho rozliSeni, (7) informace
o transportu nosicl naboje [4].
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3.2 Kremik a vyznam viditelné fotoluminiscence nanostrukturnich ma-
teriall na bazi kifemiku

Kiemik predstavuje v soucasném svéte zakladni material mikroelektroniky, ktera nas dnes dopro-
vazi na kazdém kroku. Tuto vyznamnou roli ziskal kiemik diky svym jedineCnym fyzikalnim
a chemickym vlastnostem (velmi diilezité jsou vlastnosti oxidu kiemicitého), diky kterym doséahla
mikroelektronika soucasné hustoty integrace polovodi¢ovych prvki na kiemikovém Cipu. Samotny
krystalicky kfemik je polovodi¢ s nepfimym zakdzanym pasem o velikosti 1,12 eV (optické pre-
chody v oblasti kolem 1200 nm) a jeho kvantovy vytézek luminiscence je pii pokojové teploté
téméri zanedbatelny. Optoelektronické prvky na bazi kiemiku by mély jedine¢nou vyhodu snadné
integrace do soucasnych mikroelektronickych obvodt a z toho plynouci obrovské moznosti pro
nejriizngjsi aplikace. Jednou cest jak ziskat viditelnou fotoluminiscenci z materialti na bazi kfemiku
je vyuziti nanostrukturnich forem kiemiku.

Polovodicové nanokrystalické materialy obsahuji krystalické castice (nanokrystaly) s rozme-
ry zpravidla mensimi nez 10 nm (kdy se jiz za¢ina projevovat kvantovy rozmérovy jev) a zpravidla
vétSimi nez 1-2 nm (kdy lze je$té mluvit o pasové struktute). Uvniti nanokrystall je zachovano
uspofadani na dlouhou vzdalenost, coz umoznuje popis energetickych past pomoci disperznich
relaci E—k . Nanokrystaly tak predstavuji jisty pfechod mezi krystalickym a amorfnim stavem.

Kvantovy rozmérovy jev je projevem vinového chovéni ¢astic v prostoru, jehoz rozméry
jsou srovnatelné s de Broglieho vinovou délkou téchto ¢astic. Pokud se zmenSuje vné&jsi rozmer
krystalu, od urcité kritické velikosti (jednotky az desitky nm) jsou pozorovany vyrazné zmeény fy-
zikalnich vlastnosti, které zaviseji na velikosti krystalu. Pfi makroskopickych velikostech krystalu
fyzikalni vlastnosti na vlastnich rozmérech nezaviseji. Z feSeni Schrédingerovy rovnice pro elek-
tron v nekonecné hluboké potencialové jame plyne pro povolené hodnoty jeho energie vztah [5]:

2_2
_hr o,

=——n 3.5
"o I (3.5)

tj. povolené hodnoty elektronové energie (jakoZz i energie prechodil) rostou s prevracenou hodnotou
ctverce Sitky potencialové jamy L (% je Planckova konstanta, m hmotnost elektronu, n kvantové
&islo). Pro realné systémy byla pozorovana zavislost L™,

Kvantovy rozmérovy jev ma v polovodici s nepiimym zakazanym pasem dva disledky:

1. Dochazi k posuvu energetickych hladin (jakoZ i energii pechod) k vy$sim hodnotam, tj.
v piipad¢ kiemiku se fotoluminiscence z blizké infra¢ervené oblasti posune smérem do vidi-
telné oblasti. (obr. 3.4).

2. Lokalizace nosi¢li naboje v nanokrystalech zptisobuje — v diisledku Heisenbergova principu
neurcitosti — relaxaci vybérovych pravidel pro vektor k . Lokalizace v realném prostoru ve-

de k delokalizaci vinové funkce elektronu v k -prostoru a u polovodicli s nepfimym zakaza-
nym pasem dochazi k ,napfimovani“ zakazané¢ho pasu. Dusledkem je vyznamny nardst
pravdépodobnosti ptimych pfechodi (obr. 3.4).
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Obr. 3.4:  Kvantovy rozmérovy jev pro polovodié¢ s nepiimym zakdzanym pdsem

ZmenSovanim rozmérii (makro)krystalického polovodice (A) pod urcitou hranici dochazi
k posuvu energetickych hladin (B) a zvétSeni zakazaného pasu. Pro velmi malé nanokrystaly (C)
dochazi kromé dalsiho zvétSeni zakazaného pasu k vyraznému nardstu pravdépodobnosti piimych

prechodt v disledku delokalizace vinové funkce v k -prostoru.

Pozd¢ji byl rozpoznan vyznam povrchovych stavii pro vysvétleni nékterych fyzikalnich
vlastnosti nanostrukturnich materialti [6,7]. Model povrchovych stavli vychazi z faktu, Ze u nano-
krystalickych latek je vyznamna ¢ast atomi na jejich povrchu. Tyto atomy jsou vystaveny jinému
pusobeni nez atomy uvniti nanokrystalu, coz je doprovdzeno vyraznym nariistem entropie. Nepra-
videlnosti na povrchu jsou spojeny s ptitomnosti riznych defektii. Pfitomnost téchto defekti zpi-
sobuje vznik novych hladin v zakdzaném pasu, které se rovnéz ucastni rekombinace excitovanych
elektronti a dér (viz obr. 3.5).

[ J [ J
—e
ho povrchovy E E
0 defekt l 2 1 Ey
— O
v
O
ho,
Obr. 3.5: Vliv povrchovych stavii na elektronovou strukturu nanokrystalu
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3.3 Porézni kiremik

Porézni kiemik patii od objevu své intenzivni fotoluminiscence v roce 1990 [8] mezi nejintenziv-
né&ji studované materidly (cca 7 000 publikaci). Pivodem viditelné fotoluminiscence v poréznim
kiemiku jsou nanostrukturni utvary na sténach poru, které vznikaji v prubéhu elektrochemického
leptani krystalického kiemiku. V zavislosti na velikosti pora rozliSujeme kiemik makroporézni,
mesoporézni a mikroporézni.

10 pm
akl 46 o

Obr. 3.6:  Morfologie povrchu porézniho kifemiku uréena rastrovacim elektronovym mik-
roskopem

(a) pohled shora, (b) pohled z fezu

Uplny mechanismus elektrochemického leptani kiemiku v prostiedi fluoridovych iontd neni
dosud pln¢ objasnén. Byla navrzena fada modeltl, které vychazeji ze skute¢nosti, ze k procesu lep-
tani je nezbytna p¥itomnost fluoridovych iontii a dér (h") a Ze se b&hem leptani spojeném s tvorbou
porézniho kiemiku vyviji vodik. Mnozstvi vytvofeného vodiku pfi zvySovani vkladaného napéti
klesa a jeho tvorba se zastavuje v oblasti napéti, kde dochazi k odtrhdvani vrstvy (electropolishing)
[9]. V oblasti proudt odpovidajicich tvorbé porézniho kifemiku (tzv. dvouvalentni rezim) lze celko-
vy prubéh popsat chemickou rovnici

Si+4HF, +h"— SiFe" + H,+2HF + ¢~ (3.6)

v oblasti vyssich proudii dochazi k electropolishingu (Ctyfvalentni rezim), kdy nejdiive dochazi
k tvorbé SiO,. Proces l1ze popsat poloreakeci:

SiO, + 4HF,” +2 HF — SiF¢" + 2 H,0 (3.7)
Souhrnné reakce neposkytuji informace o mechanismu vzniku porézni struktury. Nejbézné€jsi mo-

del mechanismu tvorby porézniho kiemiku pochézejici od Lehmanna je znadzornén na obr. 3.7
[10].
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Obr. 3.7:  Model rozpoustéciho mechanismu kifemiku fluoridovymi ionty

3.4 Experimentalni ¢ast

Vzorky porézniho kfemiku byly pfipraveny anodickych leptanim krystalického kfemiku (p-typ,
mérny odpor cca 10 Q cm, orientace <100>) ve smési HF:EtOH = 1:2.5 pfi proudové hustoté
10 mA cm ™ po dobu 30 min. Povrch porézniho kiemiku byl modifikovan hydrosilylaci methyl-10-
-undeceonatem. VysuSeny vzorek porézniho kiemiku byl ponofen do reakcni smési obsahujici me-
thyl-10-undecenoat a hexan (v poméru 1:5). Fotochemicky indukovana hydrosilyla¢ni reakce pro-
bihala pfi ozafovani UV-zafenim ze rtutové vybojky po prichodu interferenénim filtrem 365 nm.
Oxidovany vzorek porézniho kfemiku byl pfipraven ponofenim do 30%niho roztoku H,O, po dobu
60 minut. Vzorky byly vysuseny v evakuovaném exsikatoru.

Me¢feni parametri fotoluminiscencni odezvy — intenzity a doby dohasinani — byla provadéna
na aparatufe uvedené na obr. 3.8. Zdrojem budiciho zafeni byla pulsné buzena UV LED dioda
o vlnové délce 375 nm. Fotoluminiscence byla analyzovana monochromatorem Jobin Yvon HT20
a detegovana fotonasobicem Hammamatsu R3896. Pulsni buzeni (f = 500 Hz), proudovy ptredzesi-
lovac¢ (SR570) a vyuziti synchronni detekce (LockIn SR830) umoziiovaly soucasné méteni intenzi-
ty a casového prubehu fotoluminiscence (osciloskop Tektronix 3052B) v pribéhu doby jednoho
pulzu (= 2 ms). Vzorek byl umistén v optod¢, ktera byla spojena se systémem davkovani definova-
nych koncentraci studovanych analyti (viz obr. 3.8).

3.5 Vysledky a diskuse

V pritomnosti analytd dochazi ke zménam intenzity fotoluminiscence a doby dohasinani fotolumi-
niscence. Zmeény intenzity fotoluminiscence porézniho kiemiku pro rtizné koncentrace methanolu
v systému jsou uvedeny na obr. 3.9a, na obr. 3.9b je znazornén pritbéh dohasinani fotoluminiscence
pred nastiikem methanolu o koncentraci ¢ =29,7 ug ml™' a po ném. Ze zavislosti intenzity fotolu-
miniscence standardniho porézniho kiemiku na koncentracich analytu plyne, Ze s rostouci koncent-
raci roste zhaSeni luminiscence. Pfi vysokych koncentracich analyti dochéazi diky omezené sorpcni
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kapacité vzorku k saturaci signalu. Mira zhaseni fotoluminiscence v plynné fazi zavisi na fyzikal-
nich vlastnostech sledovanych analyti — dielektrické konstanté a tlaku nasycené pary [11].

Membranova pumpa

Septium Osciloskop
| | cun=:
ooo
Pfivod N, - - .~ A
Kanal 1 Kanal 2
Trojcestny
ventil
Temperovana GPIB
nadoba

i 1
Porézni |_<Fernik

L DAQ

Proudovy
zesilovac

Mérna cela
(optoda)

Svétlovod

Fotonasobic¢

Pulzni
generator .
Monochromator
Obr. 3.8:  Senzorovd aparatura pro soucasné méieni intenzity a doby Zivota fotoluminiscence

Pro srovnani miry zhaseni riznych analytl jsou na obr. 3.10a vyneseny zavislosti relativniho
zhaseni fotoluminiscence v zavislosti na koncentraci vybranych analytd, na obr. 3.10b jsou odpovi-
dajici zavislosti doby dohasinani fotoluminiscence na koncentraci.

Ze zavislosti zhaseni fotoluminiscence na koncentraci pro vybrané analyty plyne, Ze nejvice
zhasi fotoluminiscenci vyssi alkoholy, zna¢n¢ zhasi toluen a velmi malo zhasi nepolarni latky. Do-
ba dohasinani fotoluminiscence, t, znaén¢ zavisi na stupni oxidace porézniho kiemiku. Z obr. 3.9b
plyne, ze doba dohasinani vzorku standardniho porézniho kiemiku zéavisi na stupni oxidace:
s rostouci oxidaci povrchu se postupné prodluzuje. Pro studované analyty se doba dohasinani
s koncentraci nejvice zkracovala pro vyssi alkoholy, stiedni silu zkracovani doby Zivota vykazova-
ly nizsi alkoholy a aromatické uhlovodiky (toluen, xylen) a nejmensi zkracovani doby zivota
s koncentraci bylo opét pozorovano pro malo polarni organické latky. Pro urceni casové konstanty
dohasinani fotoluminiscence porézniho kifemiku byl pouzit model disperzni kinetiky, kterému od-

povida natazena exponenciala (,.stretched exponential) '*:

YA
(=1, e_[?] (3.8)

kde ¢ je Cas, I, intenzita fotoluminiscence v Case ¢ = 0 (v okamziku pferuseni excitace vzorku) a /(¢)
intenzita fotoluminiscence v Case ¢ po pieruseni excitace vzorku.
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Obr. 3.9: a — Casovy pritbéh intenzity fotoluminiscenéni senzorové odezvy standardniho porézniho
ki‘emiku na riizné koncentrace methanolu v plynné fazi
b — Casovy prithéh dohasindni fotoluminiscence standardniho porézniho kiemiku bez p¥i-
tomnosti analytu a pro koncentraci methanolu ¢ = 29,7 yug ml™
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Obr. 3.10: a — Koncentracni zavislost zhdSeni intenzity fotoluminiscence standardniho poréz-

niho kiemiku pro vybranou skupinu analytii

b — Koncentraéni zavislost doby dohasindni fotoluminiscence standardniho porézni-
ho kiemiku

Parametr £ (disperzni parametr) se pohybuje v rozmezi 0 az 1, pro dany vzorek standardniho
porézniho kfemiku byla stanovena hodnota = 0,79, pro oxidovany vzorek = 0,83 a pro vzorek
derivatizovany methyl 10-undecenoatem f=0,81. Pro vyssi koncentrace detegovanych analyti
byla v diisledku nizké intenzity fotoluminiscence doba dohasinani urcena se znac¢nou chybou, tyto
hodnoty nebyly zahrnuty do dal§iho vyhodnoceni.

Chemicka derivatizace vzorkl se projevila interakci detegovanych analytd s povrchem po-
rézniho kfemiku. Senzorova odezva byla niz$i ve srovnani se standardnim poréznim kifemikem
a v disledku interakce analytii s povrchem byly pozorovany zna¢né odchylky v zavislosti na polari-
t& sledovanych analyt .
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Obr. 3.11: Koncentracni zavislost zhasSeni intenzity fotoluminiscence oxidovaného porézniho

kiemiku (a) a porézniho kiemiku derivatizovaného methyl 10-undecenodtem (b) pro
vybranou skupinu analytii
Kvantitativni srovnani odezvy jednotlivych analytl 1ze nejjednoduseji provést pomoci citli-
vosti senzorové odezvy — absolutni hodnoty smérnice koncentracni zavislosti. Na obr. 3.12 jsou
uvedeny korelacni zavislosti citlivosti senzorové odezvy poklesu intenzity fotoluminiscence S;
a zkracovani doby dohasinani S, pro métfené analyty. Z obrazku je patrné, Ze jednotlivé analyty
vykazuji riznou odezvu pii méfeni intenzity a doby dohasinani fotoluminiscence. Pro sledované
linearni alkoholy byla pozorovana pfiblizné linearni korelace mezi zhasenim fotoluminiscence
a zkracovanim doby zivota fotoluminiscence (obr. 3.12a). Pfi srovnani riznych skupin organic-
kych latek byly pozorovany nizké hodnoty citlivosti senzorové odezvy S; a S; na malo polarni ali-
fatické latky (alkany, halogenalkany), vyssi hodnoty poméru citlivosti S./S; pro aromatické uhlo-
vodiky a vys$si hodnoty citlivosti S; a S; senzorové odezvy na siln¢ polarni latky (alkoholy).
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Obr. 3.12: a — Korelace citlivosti senzorové odezvy pro linedrni alkoholy

b — Korelace citlivosti senzorové odezvy pro vybrané skupiny organickych ldatek
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Chemicka derivatizace povrchu porézniho kifemiku a dualni detekce fotoluminiscencnich
parametrd umoziuji zvySeni selektivity senzorové odezvy na vybrané skupiny detegovanych latek.
Vzhledem ke kompatibilité s kfemikovou mikroelektronikou ma porézni kifemik velky potencial
pro aplikace v elektronickych nosech pro detekei Sirokého spektra organickych latek.
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4.1 Senzory na bazi kompozitnich materiali, jejich sloZeni a vyhody

Ackoliv rtutova elektroda (napt. kapkova rtutova elektroda — DME, visici rtutova kapkova elek-
troda — HMDE nebo rtutové filmové elektrody — MFE) se jevi v mnoha smérech jako idealni (Siro-
ky pracovni rozsah, velmi snadna obnovitelnost, cena aj.), jeji pouziti pro konstrukci jednoduse
pouzitelnych, lehce ptenosnych a ptfipadné jednorazovych senzorl provazeji nékteré problémy.
Jednim z nich jsou ekologické a bezpecnostni piedpisy zavadéné ve svéte i v Evropské unii, které
zakazuji nebo podstatnym zpusobem komplikuji pouzivani rtuti [1], stejné jako neopodstatnéné
obavy z jeji toxicity (paradoxné je dokonce netoxicka rtut’ nahrazovana filmovymi elektrodami, pti
jejichz ptiprave se pouzivaji vysoce toxické rozpustné slouceniny rtuti). Kapalna rtut’ se jevi jako
nevhodna i v pfipadech, kdy je nutno se senzorem manipulovat, pfenaset jej z mista na misto nebo
dokonce ptikladat senzor ke vzorku, pti¢emz méfeni probihd v jiném miste.

Pro takovéto ucely se jevi daleko vhodngjsi senzory zalozené na bazi pevnych materialt.
(Poznamka: V praci [2] je diskutovan terminologicky problém senzor vs. elektroda. Ackoliv se lze
priklonit k nazoru, Ze senzor = elektrochemicky ¢lanek, v této praci bude pozornost vénovana pou-
ze pracovnim elektrodam, jakoZto sté€Zejni ¢asti senzoru. Je tfeba si tedy uvédomit, Ze popisovany
senzor na bazi kompozitu je potieba doplnit jesté o referentni a popt. pomocnou elektrodu.) Do této
skupiny patfi i elektrochemicka ¢idla oznacovand jako pevné kompozitni elektrody. Jsou velmi
stabilni, mechanicky odolné, lze je lestit, elektrochemicky obnovovat jejich povrch, maji dlouhou
zivotnost, 1ze je pouzivat ve velmi pozitivnich potencialovych oblastech, maji nizkou potizovaci
cenu, vykazuji stabilitu v organickych rozpoustédlech, 1ze je modifikovat atd. Kompozitni elektro-
da poskytuje za jinak stejnych podminek vétsi proud na jednotku aktivni plochy nez odpovidajici
Cisty vodi€ (grafitova ¢i kovova elektroda). Absolutni velikosti Sumu a proudu pozadi byvaji stejné,
avSak kompozitni elektroda ma pomér signal/Sum lepsi. Je to proto, Ze vazané elektrody maji dob-
rou vodivost i pfi malém mnozstvi ¢astecek vodivého materidlu v kompozitu [3, 4]. Jako vSechny
pevné senzory vykazuji i kompozitni materialy (ve srovnani se rtutovou elektrodou) hiife reprodu-
kovatelny a obnovovatelny povrch. K nevyhodam pevnych elektrod patii i problémy zplsobené
¢asovymi zménami kvality jejich povrchu. Kazda analyza je zatizena ,historii* elektrody, a to
z hlediska casového, z hlediska kvality a kvantity probihajicich reakci. Bézn¢ je povrch cidla ata-
kovan riznymi latkami, ,,starne* a pasivuje se [3]. Pii polarizaci kovil v oblasti pozitivnich poten-
ciali dochazi predevsim k tvorbé povrchovych oxidi a k adsorpci kysliku. U negativnich potencia-
It se muze adsorbovat vodik. Vedle toho dochazi casto k adsorpci nékterych slozek roztoku na
povrch elektrody.

Vyuziti senzor na bazi kompozitnich materialti je mozno nalézt v oblasti teoretického vy-
zkumu déji odehravajicich se na povrchu, stejné tak jako v oblasti analytické chemie. Obé tyto
sféry se vzajemné prolinaji. Pevné kompozitni elektrody, popisované v nasledujicich odstavcich,
patii do skupiny kompozitnich elektrod s nahodné distribuovanymi nejméné dvéma latkami, které
maji po smiseni tuhou konzistenci. Podle definice je jednou z uvedenych promisenych latek vodic
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a druhou izolator [5-9]. Dle schématu publikovaného v praci [6] patii do skupiny kompoziti — na-
hodné¢ uspotadanych — dispergovanych — pevnych. Izolatorova faze je obvykle predstavovana po-
lymerickym materidlem (polyakrylatem [7, 8, 10, 11], epoxidem [10, 12], polyvinylchloridem
(PVC) [13], teflonem [10, 14], vinylacetatem [10], polyesterem [10], polyethylenem [10] aj.) nebo
monomernim materidlem. Vodi¢ mize byt tvofen kovem (stfibrem [7, 8], zlatem [15] apod.), jinym
nekovovym vodivym materidlem (napft. grafitem [16]) nebo jejich smési [16]. Do smési lze ptidat
dalsi slozky tak, aby bylo dosazeno specifickych vlastnosti materialu pro stanoveni ¢i detekci zvo-
lenych analytii, napt. kobaltftalocyanin [17, 18], Cu,O [13], Ni/Cu [19], Mn [20, 21], hexakyanofe-
rat [20-23], methylenova modrt [24], Ru[(tpy)(bpy)CI]PFs [25, 26], nebo jejich smési [20, 21]. Po-
vrch senzorti miize byt t€Z modifikovan, napf. Nafionem [27], vhodnym katalyzatorem (napt. en-
zymem: tyrosinasou [28], glukosooxidasou [29, 30], Au-Pd [10], RuO,, silikagelem [10, 31, 32]).

Vodivost kompozitniho materialu je srovnatelna s vodivosti samotného kovového vodice,
i kdyz mnozstvi vodivych ¢astecek je relativné malé (10 az 60 %). Tento efekt je vysvétlen tzv.
perkolacni teorii [5, 6, 33-35], napt. odpor grafitové elektrody poklesava z 70 kQ na 30 Q pfi zvy-
Seni obsahu grafitu z 15 na 35 % (coz je srovnatelny odpor s Cistym grafitem [35]) nebo obsah stfi-
bra v Kel/F pouhych 15 % je dostate¢ny pro dosazeni 98 % vodivosti Cistého stfibra [6]. Z analy-
tického hlediska jsou vysoce zajimavé rozsahy pracovnich potencialti, kterych Ize dosdhnout po-
moci téchto elektrod (Tabulka 4.1) (napf. u kompozitni elektrody typu CCE30 pfi pH 9,2 cca 4 V)
[3, 36]. V idealnim piipadé¢ muze kompozitni material pfedstavovat pole mikroelektrod, tj. méteni
nejsou rusena pritomnosti kysliku ve vzorku, tvar signalu se blizi viné, michani roztoku neni nutné
atd. Jejich struktura a povrch mohou byt studovany mimo cyklické voltametrie, dc-voltametrie
a dalSich voltametrickych metod také za pouziti optické mikroskopie [5], skenovaci elektronové
mikroskopie [3, 16, 33, 37, 38], elektrochemické impedancéni spektroskopie [33, 37, 38], rentgeno-
vé difrakce (XRD) [38], mikroskopie atomovych sil (AFM) [38, 39] ¢i X-ray fotoelektronové spek-
troskopie (XPS) [40].

Tab. 4.1:  Priklady rozsahii pracovnich potencialit kompozitnich elektrod

dc-voltametrie; rychlost polarizace 0,02 V s™'; potencidlové limity (ve V) odpovidaly trovni

1 pA v ptipadé grafitové kompozitni elektrody (CCE30) a urovni 20 pA v piipadé stiibrné
(AgE) a stfibrné kompozitni elektrody (CAgE20)

Elektroda 0,IM-HCIO4 | 0,1M-HC1 | 0,1M-acetatovy | 0,05M-boritanovy | 0,1M-NaOH
(primér disku) pufr, pH 4,55 pufr, pH 9, 2

AgE (1mm) -0,85| 0,37 | —-0,70| 0,06 | —1,03 | 0,38 -1,42 0,41 -1,62| 0,26
CAgE20 (lmm) | -0,85| 0,37 | -0,80| 0,12 | -1,15 | 0,52 -1,65 0,60 | -1,74| 0,35
CCE30 (1mm) -1,90| 1,70 | -1,65| 1,40 | -1,80 | 1,60 2,15 1,90 | -2,19| 1,60

4.2 Efekt ,,underpotential deposition* (UPD)

U pevnych elektrod, at’ jiz monokrystalickych, polykrystalickych, kompozitnich ¢i jinych, 1ze po-
zorovat efekt ,,underpotential deposition” (UPD) [7, 8, 41-49]. Pii ném dochazi k monovrstevnému
vylu¢ovani méfeného kovu na povrchu tuhé elektrody pti potencidlu pozitivnéjsim, nez je hodnota
uréena Nernstovou rovnici pro reverzibilni déje [7, 8, 16, 41, 45]. Tento jev lze vyuZit pro vysoce
citlivé stanoveni kovili anodickou rozpoustéci voltametrii (ASV) na pevnych kompozitnich elektro-
dach v oblasti velmi nizkych koncentraci (napt.[7, 8, 16]).
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4.3 Vyroba elektrod

Jako pouzdro pro elektrody se pouziva valecek z Teflonu nebo z organického skla, uvniti duty, do
n¢hoz se vtlaci elektrodova hmota (pramér aktivni plochy ¢ini obvykle 1,0 az 2,5 mm) [11, 48];
elektrodovy matridl se také miize nanést na vhodnou podlozku. Material pouzdra i senzorové pod-
lozky je tfeba volit s ohledem na pouzité prostiedi analyzy (napt. methanol ve vysSich koncentra-
cich [50]). Elektricky kontakt mtze tvorit dratek vsunuty do vrstvy praskového grafitu nasypaného
na horni povrch kompozitniho materialu [15, 16], nebo zasunuty do elektrodového materialu pred
jeho ztuhnutim. Smés vodice (stiibra, zlata apod.) s objemovym modifikatorem (napf. uhlikem) se
homogenizuje v misce, poté se prida polymerizac¢ni kapalina (stomatologicky material Superacryl
plus®, epoxidova pryskyfice aj.), &imz se vytvoii plastickd kompozitni hmota. Ta se poneché volné
na vzduchu, dokud kompozitni material ¢astecné neztuhne (obvykle cca 5 minut), a pak se vtlaci do
téla senzoru nebo na podlozku. Pro optimalni realizaci polymerizacniho procesu je tieba dodrzet
teplotni a ¢asovy profil (napt. 60 — 70 °C po dobu asi 6 hodin, nasledné¢ 100 — 120 °C po nasleduji-
ci 2 hodiny atd.) [7, 8]. Vznikly povrch se brousi na smirkovych papirech o riizné zrnitosti a nako-
nec se lesti na aluming. Lesténi se opakuje cca po 2 tydnech méfeni, nebo vzdy, kdyz se zhorsi
reprodukovatelnost vysledkll nebo je povrch senzoru atakovan necistotami. Takto pfipraveny po-
vrch je mozno pokryt vhodnymi modifikatory (Nafionem [27], enzymy, napf. tyrosinasou [28]
nebo glukosooxidasou [29, 30]).

Elektrochemicka oxidace senzoru, ktera se vykonava po lesténi nebo po delsi dob¢ neaktivity
(napt. kazdy den pfed zahajenim méfeni), se provadi cyklickou polarizaci (desitky az stovky cykld
rychlosti v ¥adu stovek mV s™', pii pouziti stejného elektrolytu, v némz se nasledné realizuje méfe-
ni) [48, 49, 51]. Regenerace se provadi i v zavislosti na typu aplikace. V pruto¢nych systémech
(HPLC, FIA atd.) jsou nezadouci latky a reakéni produkty vétSinou odnaseny z povrchu prichodem
mobilni faze. Pfi davkové analyze je v krajnim pfipadé nutno povrch prelestit, pretfit filtranim
papirem (napi. stanoveni naftalenu na grafitové kompozitni elektrod¢ [49]) nebo provést elektro-
chemickou regeneraci povrchu (napft. [8, 11, 12]). Elektrochemicka aktivace i regenerace, prova-
déna pred kazdym métfenim ¢i pred sérii méfeni, mize zabrat urcity ¢as (fadové nckolik minut),
tyto procedury mohou byt vsak plné zautomatizovany vhodnym fidicim software (napt. Polar 5.1,
Polaro-Sensors, Praha, CR) [12, 16, 36].

4.4 Analytické aplikace kompozitnich materiali

Pevné kompozitni elektrody mohou byt pouzivany jako ampérometrické senzory v anorganické [7,
8, 52-54] i organické analyze [23, 25, 36, 55]. Mohou byt pouzivany pro voltametrii [8, 12, 54],
chronopotenciometrii (potenciometrickou stripping analyzu, PSA) [32, 56, 57], v HPLC [19, 58,
59], FIA [13, 17, 26, 60, 61], v luminiscen¢nich technikach [29, 62, 63], v kapilarni elektroforéze
[58, 64, 65] a pro jiné védecké ucely (napt. vyzkum efektu UPD [48, 54]), vhodné jsou ale i rutin-
nich laboratotich [66]. Méfeni mohou byt provadéna ve vodnych i v nevodnych prostredich [67].
Senzor na bazi zlaté kompozitni elektrody (CAuE) je mozné vyuzit pro stanoveni arsenu
s mezi detekce (LOD) cca 0,32 pg L' [11]. Na stifbrnych kompozitnich elektrodach (CAgE) zalo-
zenych na akrylatové pryskyfici byl studovan jak UPD-efekt, tak byly stanovovany Pb, Cd, Tl
(v koncentratnim fadu pg L"), CI', Br, I (v koncentra¢nim tadu desitek pg L™") [7, 8, 50, 51].
CAgE byly vyuzity i pfi stanoveni nitratd v 0,01M-KCI (LOD 1 - 10~ mol L™") [7], organickych

nitroslou¢enin, napt. 6-nitrochinolinu, 5-nitrobenziimidazolu, 2-nitronaftalenu v Brittonové—Robin-
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sonové (BR) pufru, pH 9-10 (LOD ~ 10 mol L [3, 55]), azoslougeniny alizarinové chromové
erni PT ve stejném pufru (LOD = 0,5 pmol L™) [36].

Podobné vysledky byly dosazeny pfi analyzach Pb, Cd, Tl i na uhlikovych epoxidovych
elektrodach (CCE) (LOD ~ ug L™") [48], Mn (LOD ~ 100 pg L™") [16, 54]. BR-pufr se jevi jako
vhodné medium i pro stanoveni vétSiny organickych latek pomoci CCE, napf. nitrolatek, jako je
6-nitrochinolin, 5-nitrobenziimidazol, 2-nitronaftalen (LOD ~ pmol L™") [3, 49], aminoslou¢eniny
2-aminonaftalenu  (LOD = 0,5 pmol L") [16], nukleovych kyselin, adeninu a guaninu
(LOD ~ 10 pg L™") [16], azoslougeniny alizarinové chromové ¢erni PT (LOD ~ 0,2 pmol L™") [21]
a metabolitu styrenu - kyseliny fenylglyoxylové (LOD ~mg L™") [12]. Senzory na bazi grafitu
a epoxidu nalezly své uplatnéni i v analyze sloZzek kosmetickych krémt, opalovaci krémi a podob-
nych produktt, napf. askorbové kyseliny, magnesiumaskorbylfosfatu, askorbylpalimitatu
s LOD ~ 0,1 pmol L™ [68] a oktylsalicylatu v nevodném prostiedi (LOD =~ 10> mol L™") [67]. Sen-
zory na bazi grafitu s metakrylatem (CME) jsou téz vhodné pro aplikace v potravinaiském primys-
lu, napt. pro stanoveni kyseliny askorbové v dzusech a vitaminovych tabletach [17, 18] ¢i tryptofa-
nu v krmivech [69].

Velmi dulezitou oblasti aplikaci kompozitnich senzorovych materialt je analyza 1éC¢iv, bio-
chemie, medicina, napf. pfi stanoveni antirevmatika Diclofenacu na CCE [70] nebo na grafitovych-
polytetrafluoroethylenovych elektrodach (PTFE-G) [70], cysteinu, tryptofanu nebo tyrosinu na
CME v hladinach 107 to 10°® mol L™ [71], dopaminu na CAgE modifikované Nafionem
(LQD ~ 107° mol L™") [27], na grafitovych-PVC elektrodach (GPVCE) bez & po modifikaci Nafio-
nem (LQD ~ 10”7 mol L™") [72, 73], na materialu zaloZzeném na skelném uhliku smi§eném s nano-
Cu,0 a methylenovou modii (LQD ~ 5 - 107 mol L™") [24], quercetinu a kempferolu ve fytofarma-
ceutikach (v Ginko Bilob&) na GPVCE (LOD ~ 10 ° mol L™") [59], kyseliny mo&ové na GPVCE
(LQD =~ 10" mol L™") [72, 73] nebo glukosy na podobnych elektrodach modifikovanych praskem
Cu,0 ve FIA [13]. Kompozitni materialy zalozené na methyltrimethoxysilanu a grafitovém prasku
lze vyuzit pro square-wave voltametrické stanoveni kyseliny mocové, vitaminu C ¢i neurotransmi-
terti (katecholaminu) [74].

Predevsim v oblasti organické analyzy biologicky aktivnich slou€enin v Zivotnim prostiedi
jsou vyuzivany nejriznéjsi dal$i kombinace vodi¢l, izolatori a modifikatori. Jejich pfiprava je
nékdy velmi komplikovana. Vhodné by bylo zminit té€z grafitové kompozitni elektrody na bazi
sol—gel, které jsou pouzivany napi. na stanoveni dopaminu a epinefrinu (fosfatovy pufr, pH 6,5
(LOD ~ 10™* mol L™") [64]. Zajimavé se jevi i biochemické aplikace pii voltametrické stejné jako
chronopotenciometrické (PSA) analyze metalothioneini a fytochelatini na materidlu slozeném
z grafitu s parafinovym olejem a silikagelu v boratovém pufru (LOD ~ 10~ mol L™) [31, 32]. Kom-
pozit grafit/PVC-COOH/ferrocen s kovalentné imobilizovanym enzymem lze pouzit pro stanoveni
glukosy v koncentraénim rozmezi 0,1 az 20 mmol L™' [30]. Kompozitni materialy jsou téz vhodné
pro pouziti ve voltametrické analyze hydrochinonu ve fotografické vyvojce (grafit—ricinovy
olej—polyuretan) (LOD = 9 - 107" mol L™") [75]. Dalsi aplikace kompozitnich materialti Ize nalézt pii
stanoveni butylovaného hydroxyanisolu, ktery je pouzivan od roku 1947 jako antioxidant v fadé po-
travin, vCetn¢ jedlych tuki a olejii, masa, potravin z obilovin, brambor, pekaiskych vyrobkd, ofiskd,
zvykacek a napojii i v kosmetice (rténky, o¢ni stiny) atd. Pro jeho stanoveni DPV jsou vhodné kom-
pozitni materialy na bazi grafit-vosk—hexakyanoferat stiibrny (LOD ~ 4 - 10° mol L™") [22], ko-
balt hexakyanoferat—grafit—parafin (LOD ~2 - 10~ mol L™") [23] nebo grafit-vosk—-Mn(II)-hexa-
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kyanoferat (LOD ~ 5 - 10™® mol L™") [21]. Podobné senzorové materialy (grafit—vosk—Mn(II)-hexa-
kyanoferat) Ize aplikovat i pro stanoveni kyseliny askorbové (LOD ~2 - 10~ mol L") [20]. Pra-
covni elektroda ptipravena z PVC s pfimési Cu nebo Cu a Ni (popt. s modifikaci Ru) je vyuzitelna
pro stanoveni ethanolu [19]. Keramické uhlikové elektrody s ptimési Ru[(tpy)(bpy)CI]PF¢ byly
testovany pro FIA stanoveni cysteinu (LOD =~ 10" mol L™") [26] a glutathionu v 0,1M fosfatovém
pufru, pH 2 (LOD~10"“mol L") [26] nebo insulinu v 0,IM fosfatovém pufru, pH 7
(LOD =~ 107" mol L™") [25]. FIA s ampérometrickou detekci insulinu byla realizovana i na sol-gel
keramické uhlikové elektrodé modifikované niklovym praskem a oktakyanomolybdenatem(IV), pH
7,4 (LOD ~ 10° mol L™") [76]. Kompozitni material grafit — polyuretan je pouZivan i pro square
wave voltametrické stanoveni dopaminu (LOD = 6 - 107 mol L™") [77] a tricyklického antidepresi-
va imipraminu (LOD ~ 5 - 10 mol L™") [78]. PTFE-G v kombinaci s tyrosinasou mize byt pouZita
pro velmi citlivé FIA stanoveni alkalické fosfatasy v mléce (LOD =7 - 107"* mol L™") [28]. Zaji-
mava aplikace kompozitnich materialil byla publikovana v praci [29], kde je popisovano elektro-
chemiluminiscencni stanoveni glukosy za uziti sol-gel keramické—uhlikové elektrody, impregno-
vané glukosooxidasou v silikatové siti, ktera byla pouzita ve formé optického vlaknového biosen-
zoru (LOD =~ 8 - 10° mol L™).

4.5 Zavér

Lze konstatovat, ze kompozitni materialy se jevi i pfes své nedostatky, obdobné jako u ostatnich
pevnych elektrod (horsi obnovovatelnost povrchu, krats$i zivotnost, vy$si detekéni limity), jako
vhodna alternativa k elektrodam obsahujicim rtut (HMDE ¢i amalgamovym). Diky moZnosti pii-
pravit vhodny elektrodovy materidl pfimo podle sledovaného analytu lze dosdhnout jejich pomoci
vysokou specifi¢nost a dostatenou citlivost. Vyhodna je pfedevsim jejich Siroka analyticka apliko-
vatelnost stejné jako pouzitelnost pii studiu UPD-efektu. Obnovovani povrchu lze provést ve vétsi-
n¢ pripadt elektrochemickou cestou a k mechanickym postuptim CiSténi je tfeba pfistoupit jen vy-
jimecné. Detekéni limity jsou sice v nékterych ptipadech horsi nez u rtutfovych elektrod, piesto
vétsinou postacuji pro ucely hygienickych norem. V této stati uvedené metody pfipravy a praktic-
kého pouziti kompozitnich elektrod jsou pouze ptiklady z Siroké fady jejich moznych aplikaci
v anorganické ¢i organické analyze.
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5. SENZORY NA BAZI AMALGAMU

Ing. Bogdan Yosypchuk, Ph.D.
Ustav fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR, v.v.i., Dolejskova 3, 182 23 Praha §,
josypcuk@jh-inst.cas.cz

5.1 Uvod

Mezi elektrochemické senzory patii riizné varianty kapalnych rtutovych elektrod, elektrod z tuhych
a pastovych materidlti, pouzivanych ve voltametrickych, potenciometrickych, coulometrickych
i vodivostnich detek¢nich metodach. I kdyz samotna pracovni elektroda (WE, working electrode)
neumoziuje ziskat potfebnou informaci (potfebujeme jesté aspon referentni elektrodu), prave jeji
vlastnosti se méni se zménou chemického slozeni analyzovaného roztoku. Protoze referentni elek-
troda (poptipad¢ i pomocna elektroda) by nemély zasadné ovliviiovat signal WE, bude v tomto
textu za senzor povazovana pracovni elektroda.

Pied nekolika lety byly jako alternativni material pro vyrobu elektrod nabidnuty pevné amal-
gamy [1-3] ziskavané amalgamaci jemného prasku pfislusného kovu (MeSAE — metal solid amal-
gam electrode; kde Me je Ag, Au, Ir, Cu, Bi, Cd aj.). Tyto amalgamy piedstavuji ¢ist§i obdobu
zubnich amalgamt, o nichZ je znamo, Ze jsou zcela netoxické. Pii jejich ptipadné modifikaci rtuti
je mnozstvi kovové rtuti na jejich povrchu velmi malé. Nahodné odstranit rtut’ je obtizné, pficemz
postupem cCasu vytvari podlozka elektrody s kapalnou rtuti netoxicky pevny amalgam. Nekteré
MeSAE maji jen o malo mensi rozsah pracovnich potencialll nez klasicka visici rtutova kapkova
elektroda (HMDE, hanging mercury drop electrode), a proto umoziuji vétsinu méfeni proveditel-
nych jen na rtutovych WE. Ptiprava WE z pevnych amalgamd, popis jejich aplikaci, elektroche-
mické vlastnosti a mozné praktické vyuziti té€chto elektrod jsou detailné popsany v skriptech PACI
[4]. Podle stavu povrchu 1ze MeSAE rozd¢lit na nasledujici typy:

- leSténa: pevna amalgamova elektroda neobsahujici kapalnou rtut’ (p-MeSAE);

- filmova: lesténd MeSAE pokryta rtutovym filmem (MF-MeSAE);

- meniskova: lesténa MeSAE pokryta rtutovym meniskem (m-MeSAE);

- pastova: WE na bazi jemného prasku pevného amalgamu a kapalného oleje (MeSA-PE);

- kompozitni: WE na bazi jemného prasku pevného amalgamu a tuhého polymeru (MeSA-CE).

V zavislosti na poméru rtut’ : kov mtize byt amalgam kapalny, nebo pevny. Kapalny amal-
gam se pouziva pro zaplnéni kapajici elektrody nebo elektrody se stacionarni kapkou a z pevného
amalgamu se daji pripravit zminéné pevné elektrody. Existuje také pomérné uzky rozsah obsahu
kovu ve rtuti, pfi kterém tato smés ma dlouhodobé konzistenci pasty. V této kapitole bude vétsi
diraz kladen na vysledky testovani senzorti ze stfibrného pastového amalgamu (AgA-PE, silver
amalgam paste electrode). Takovy senzor (elektroda) by mohl spojit prednosti kovovych a pasto-
vych elektrod a nebyl popsan v ptedchozich skriptech [4].

5.2 Priprava pracovnich elektrod z pastového amalgamu

Smés obsahujici rtut’ a 10 az 15 % jemného stfibrného prasku byla dikladné mixovéna v zatfizeni
pro piipravu dentalnich amalgami Dentomat compact (Degussa, Brazil). Takto ziskanym pasto-
vym amalgamem byla naplnéna elektroda, ktera se pouziva jako klasicka pastova elektroda s uhli-
kovou pastou (Universita Pardubice, CR, [5]). Pfed pouzitim se z elektrody vytlagi zhruba 1 mm
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pasty, odstrani se, znovu se vytlaci trochu pasty a povrch se zarovna na sklenéné desticce. Povrch
AgA-PE by mél byt rovny, leskly a mél by se podobat rtutové filmové elektrodé. Na obr. 5.1 je
elektroda ze stfibrného pastového amalgamu (A) a také zvétSeny obraz jeji pracovni Casti (B).

Obr. 5.1:  Pracovni elektroda 7 pastového amalgamu (A) a zvétSeny obraz aktivni plochy elek-
trody (B; priomér disku pastového amalgamu je 2,0 mm)

5.3 Senzory z pastovych amalgami

Pastové stiibrné amalgamy s obsahem Ag 15 — 18 % tuhnou relativné rychle (1 — 2 dny) a jsou pro
pastové elektrody prakticky nepouzitelné. Je-li naopak obsah stiibra mensi nez 10 %, amalgam je
spiSe kapalny nezZ pastovy (netvaruje se, tvofi se meniskus). Podle vysledkd naSich experimentt je
optimalni podil Ag v pasté 10 — 12 %. Pro reprodukovatelnost povrchu elektrody a vysledkti mére-
ni je dilezité, aby povrch WE byl leskly jako u rtutové filmové elektrody. Pti obsahu stfibra od 13
do 15 % je obtizné ziskat leskly povrch WE jiz za 7 — 10 dnti po piipravé pasty a reprodukovatel-
nost méfeni se skokoveé zhorSuje. Se spravné pripravenou elektrodou lze ale pracovat i nékolik dnti
bez vymeény jejiho aktivniho povrchu (regenerace WE se tradi¢né provadi elektrochemickou cestou
pred kazdym métenim).

Tabulka 5.1 obsahuje rozsahy pracovnich potencialit AgA-PE v nékterych zékladnich elek-
trolytech. Celkove se tato elektroda podoba meniskové a filmové variant¢ AgSAE, ale absolutni
hodnoty proudl na ni registrované jsou podstatné¢ vyssi, coZ je disledkem mnohém vétsi plochy.
Prepéti vodiku na této pastové elektrodé zlstava velké, a proto je mozné pouzit AgA-PE pro mére-
ni latek, které se redukuji v oblasti vysokych negativnich potencialt.

Studium vlastnosti AgA-PE se provadélo na latkach, které se ¢asto pouZzivaji pro testovani
novych typa elektrod (KIO;, p-nitrofenol, askorbova kyselina aj.). Na obr. 5.2A je uvedena kon-
centracni zavislost KIO; v 0,1M-NaOH. Kazda koncentracni hladina je ptfedstavena dvéma kiiv-
kami, které jsou témét totozné. O dobré reprodukovatelnosti méfeni jodi¢nant svédéi i statistické
udaje tab. 5.2. Srovnani polohy pikll p-nitrofenolu na riznych WE (viz obr. 5.2B) potvrzuje, Ze
elektroda z pastového amalgdmu se vice podoba meniskové AgSAE (téméf stejné potencialy pikil).
I kdyZ absolutni hodnoty proud jsou na AgA-PE fadové vétsi nez na MeSAE o priméru 0,4 — 0,7

N

mm, jsou meze detekce na m-AgSAE nizsi diky pfiznivéj$imu poméru signal : Sum.
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Tab. 5.1:  Rozsah pracovnich potencidlu elektrody z pastového stiibrného amalgamu (ve V)
Experimentalni vysledky ziskané metodou DCV a DPV; hodnoty potenciali odpovi-
daji proudiim 5 a 20 pA v riznych zékladnich elektrolytech; referentni elektroda SCE;
rychlost scanu 20 mV s™'; kyslik byl z roztoku odstranén probublanim dusikem

AgA-PE (pramér disku 2,0 mm; Hg:Ag = 88:12 %)
Zakladni elektrolyt Proud DCV DPV
0,1M-HCIO4 5 nA +0,292 a7z —1,128 +0,268 az —1,109
20 pA +0,475 az —1,242 +0,388 az —1,208
0,IM-HCI 5 uA +0,125 az 1,131 +0,049 az —1,107
20 pA +0,146 az —1,239 +0,085 az —1,200
0,2M acetatovy pufr, pH 4,8 5 uA +0,310 az-1,314 -0,030 az 1,577
20 pA +0,356 az—1,473 +0,276 az —1,685
0,05M-Na,EDTA; 5 uA +0,114 az-1,311 —0,093 az —1,465
0,2M acetatovy pufr; pH 4,8 20 pA +0,150 az —1,464 +0,105 az —1,546
0,1M-NaClO4 S5 uA +0,299 az -1,517 +0,316 az —1,822
20 pA +0,494 az —1,890 +0,424 a7z —1,879
0,05M-Na,B,O, pH 9,3 5 pA +0,167 az—1,590 +0,101 az —1,818
20 pA +0,209 az —1,898 +0,122 a7z —1,872
0,1M-NaOH 5 uA 0,025 az 1,484 0,090 az —1,804
20 pA +0,008 az —1,829 —0,069 az —1,855
-8000 A -1200
T 0 P
4000 | -600
O | 0
-900 -1200 E, mV -1500 -200

Obr. 5.2: Voltametrické zdaznamy ziskané na riznych amalgdamovych elektroddch

A: redukce 105 na AgA-PE v 0,1M-NaOH; DPV, koncentra¢ni zavislost v rozmezi 0,1
a7 9,91 mg 1", i,=-730,58 ¢ + 73,61, R = 0,999 9; rychlost scanu v=20 mV s ';

B: redukce p—nitrofenolu na AgA-PE v 0,1M octanovém pufru o pH 4,8; DPV, koncent-
raéni zavislost v rozmezi 5,0 - 10°—1,1- 10 * mol "', i, = -91,30 ¢ + 22,56, R = 0,999 9;
srovnani odezvy 1,1 - 10 mo 1"' p—nitrofenolu na riznych elektrodach: 1 — AgA-PE
o priuméru disku 2,0 mm; 2 — m-AgSAE, & 0,54 mm; 3 — p-AgSAE, & 0,52 mm; 4 —
m-AuSAE, & 0,40 mm; 5 — m-BiAgSAE, & 0,70 mm; 6 — HMDE, plocha kapky 1,01

mmz; v=20mV s’
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Testovana pastova elektroda se ukazala vhodna i pro méteni oxidacnich procesi. Koncent-
raéni zavislost askorbové kyseliny byla zméfena v rozsahu 1 - 10°—9,9 - 10 * mol 1" a byla lineér-
ni (R=0,9999; i, = 576,65 c — 5,90 [nA]). V tab. 5.2 jsou uvedeny né€které parametry, vypocitané
z paralelnich méfeni kyseliny askorbové na riznych pracovnich elektrodach. Jak je vidét z tab. 5.2,
opakovatelnost paralelnich méfeni je na AgA-PE vzdy hors$i, nez na m-AgSAE, ale lepsi (s vyjim-
kou méfeni jodi¢nantl), neZ na p-AgSAE. Podle nasi zkuSenosti, hlavni ptfi¢inou horsi reprodukova-
telnosti p-AgSAE je jeji pevny povrch, ktery se elektrochemicky obnovuje htife, nez kapalny po-
vrch m-AgSAE a prakticky kapalny povrch AgA-PE.

Tab. 5.2:  Statistické zpracovini opakovanych méieni riiznych analytit na riiznych WE
DPV bez akumulace; N = 11. Koncentrace analyti: 1,00 mg 1™ KIO; (pro p-AgSAE
2,00 mg 17"); 1,39 mg1" p-nitrofenolu, 8,80 mg 1" askorbové kyseliny (pro p-AgSAE
17,6 mg1™"). Viechna méfeni pro kazdou latku byla provedena na stejném povrchu;
WE se pred kazdym méfenim ptiblizné 30 s elektrochemicky regenerovaly.
Priimérna Interval Relativni | Mez detekce
Analyt Zakladni Pracovni vyska piku, | spolehlivosti, | smérodatna (3 SD),
elektrolyt elektroda nA nA odchylka, mg 1™
a=(0,05) %
1057 0,IM-NaOH | AgA-PE -682,0 5,04 1,11 0,033
m-AgSAE —46,14 0,18 0,58 0,017
p-AgSAE -27,45 0,17 0,93 0,558
p-nitrofenol | 0,1M octa- AgA-PE -81,88 0,39 0,72 0,030
novy puft, m-AgSAE —8,45 0,02 0,42 0,017
pH 4.8 p-AgSAE 5,47 0,10 2,76 0,229
askorbova 0,1M octa- AgA-PE 235,0 3,57 2,29 0,60
kyselina novy pufr, m-AgSAE 26,16 0,18 1,03 0,26
pH 4,8 p-AgSAE 19,66 0,37 2,86 0,76

vvvvvv

dické rozpoustéci voltametrie (ASV, anodic stripping voltammetry) v analyze kovovych kationtt.
Pti scanu ve sméru do negativnéjSich potenciall se pozoruje redukce kovovych kationtl, ale po
provedeni akumulace se béhem zpétného scanu ne vzdy registruji oxidaéni procesy. Celkem bez-
problémové soucasné ASV stanoveni Cu(ll), Pb(Il), Cd(Il) a Zn(II) na m-AgSAE je na AgSA-PE
doprovazeno posuvem potenciall pikil rozpousteni a také vznikem pikti novych. Pfi¢inou mtze byt
tvoreni intermetalickych sloucenin, které ovliviiuji oxidaci nahromadénych kovi. Citlivost a repro-
dukovatelnost téchto méteni je podstatné horsi nez na m-AgSAE a zatim nebyly zjistény dostate¢né
relevantni diivody, pro¢ by pro ASV kationtli méla elektroda z pastového amalgdmu nahradit
HMDE nebo m-AgSAE.

Testovani elektrod na zaklad¢ pastovych amalgadmi pokracuje a je ted’ pfedev§im zaméfeno
na zajisténi dostacujici reprodukovatelnosti odezvy AgA-PE pfi obnoveni jejiho povrchu a na moz-
nosti pouziti AgA-PE v riiznych variantach rozpoustéci voltametrie.

5.4 Zavér

Amalgamy, pevné i pastové, se ukdzaly velice vhodnym materidlem pro pfipravu nejriiznéjSich
typt elektrochemickych senzort (elektrod). Vysoké prepéti vodiku na amalgamech dovoluje pro-
vadét méfeni vétSinou mozna jen na rtutovych elektrodach. Rizné modifikace povrchu (lesténé,
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filmové, meniskové, kompozitni, pastové) a slozeni (amalgamy stfibrné, zlaté, médéné, bismutové

vty

dokonce neproveditelné na jinych elektrodach. Senzory na bazi netoxickych amalgdmti mohou byt

aplikovany tam, kde je prace s kapalnou rtuti zakazana nebo nezadouci.
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6.1 Uvod do problematiky

Piisti rok tomu bude piesné padesat let, kdy svétlo svéta spatiila uhlikova pasta ', smés jemné
praskovitého uhliku s vhodnym kapalnym pojivem, ktera se s odstupem casu zatadila mezi nejobli-
benéjsi, laboratorn¢ zhotovované uhlikaté materialy pouzivané pro piipravu elektrod a senzort. Pro
¢eského Ctenafe neni bez zajimavosti, ze objev uhlikové pasty ma uzkou souvislost s kapajici rtu-
tovou elektrodou a Heyrovského polarografii. Pivodné byla totiz smés grafitového prasku
s chemicky inertni a ve vod¢ nerozpustnou kapalinou testovana v podobé¢ tekuté disperze, ktera by
jako kapajici uhlikova elektroda * (viz obr. 1) mohla slouzit k sledovéani anodickych oxidaci or-
ganickych latek, pro né€z jsou rtutové elektrody ze své podstaty nepouzitelné. Pies vytrvalé usili
a fadu pokust se uhlikové disperze pro tento ucel neosvédcily, ale tuzsi smesi o konzistenci tvarné
pasty je nakonec plné zastoupily.

Uplynula desetileti existence uhlikovych past v elektrochemickych laboratotich charakteri-
zuje tada prelomovych udalosti, které vedly ke smérovani oboru do nékolika klicovych oblasti,
vérné ilustrujicich rozvoj elektrochemickych méteni jako takovych. S jistou nadsazkou lze dokonce
fici, ze maloktery obor doklada vitalitu elektrochemie tak, jako pravé experimentovani
s uhlikovymi pastovymi elektrodami *.

Dokladaji to i dosud publikované piehledové prace, které bilancuji jednotliva obdobi ¢i nej-
jehoz cca 200 stran textu, 50 stran tabulek a vice nez 1500 citaci na téma uhlikové pasty predstavu-
je zatim nejrozsahlejsi praci svého druhu a mtize byt i predzvésti zrodu samostatné monografie, na
niz problematika elektro-chemie s uhlikovymi pastami stale ¢eka a kterou by si za putlstoleti exis-
tence bezesporu zaslouzila. ..

rezervoar

s uhlikovou disperzi

uhlikova

disperze
(detail)

|2 kapilara

Obr. 6.1:  Neuspésny koncept tzv. kapajici uhliko-
vé elektrody stal u zrodu uhlikové pasty \ kapka

uhlikové
disperze
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6.2 NejdulezitéjSi pojmy a fakta o elektrodach a senzorech na bazi uhli-
kové pasty ¢i pribuznych materiala

Uhlikové pasty, jakozto smési uhlikového prasku a vhodného pojiva (pastové kapaliny), se vyzna-
¢uji chovanim, které odrazi jak typ a kvalitu pouzitého uhliku, tak i povahu zvolené kapaliny. Me-
chanickymi, fyzikalné-chemickymi a elektrochemickymi vlastnostmi uhlikové pasty vesmeés pii-
pominaji pribuzné tuhé elektrodové materialy z uhliku a podobnych substrati, ale kvuli pfitom-
nému pojivu mivaji elektrody a senzory na bazi uhlikové pasty jisté specifické rysy ¢i dokonce
nekteré zcela unikatni vlastnosti.

B Piedtim, nez budou struéné predstaveny béznych typy uhlikovych past, jejich slozeni, ptiprava
a fyzikaln€ chemické resp. elektrochemické vlastnosti, je nutno jesté¢ uvést na pravou miru vztah
»elektroda vs. senzor“. Ackoli tyto terminy neznamenaji totéz (senzor je obecné&jSim vyrazem —
viz napt. cit. %), v elektrochemii a elektroanalyze s uhlikovymi pastami oba pojmy &asto splyvaji,
a to jak z pohledu pojmenovani jednotlivymi autory, tak i vzhledem k samotnému fungovani Cidel,
kdy fada méteni vyuziva i ryze neelektrochemické principy. V tomto duchu tak budou detekéni
jednotky a systémy z uhlikovych past klasifikovany v dals$im textu, pfi¢emz terminu ,,senzor* bude
davana ptednost u vSech atypickych konstrukcei a usporadani.

Pro pripravu dvouslozkovych (tzv. nemodifikovanych) uhlikovych past se bézn¢ pouzivaji ko-
mercné vyrabéné spektralni grafitové prasky, které¢ vyhovuji z pohledu:

(i)  velikosti zrna v fadu pm,

(ii) uniformni distribuce velikosti ¢astic,

(iii) vysoké chemické Cistoty,

(iv)  snizené absorp¢ni schopnosti.

Binarni uhlikové pasty obsahuji jako pojivo organickou kapalinu, jejiz hlavni funkci je mechanické
spojeni grafitovych ¢astic. Vedle toho vSak pravé kapalna slozka rozhoduje o vétSiné typickych
vlastnosti past a tak se jeji volba fidi fadou kritérii. Postupn¢ se v praxi osvédcila fada latek, prede-
v§im tzv. parafinové resp. mineralni oleje (nejoblibendjsim zastupcem této skupiny je Nujol®).
Casto doporucované jsou i silikonové oleje a tuky a uplatnéni nachazeji tu a tam i organické estery
(napft. triarylfosfaty) ¢i halogenované uhlovodiky (1-brom-naftalen). Typické parametry kapalnych
pojiv pro ptipravu uhlikovych past pak jsou:

(i)  chemicka netecnost a elektroinaktivita,

(i)  vysoka viskozita a mala tékavost,

(iii) minimalni rozpustnost ve vodg¢,

(iv) snizena misitelnost s organickymi rozpoustédly.

Zvoleny grafit se misi s pastovou kapalinou v poméru, ktery obvykle vychazi z ptredchozich zkuse-
nosti ''; optimalni pomér byva v rozmezi 0,4-0,5 ml pojiva + 0,8-1,0 g uhlikového prasku. Gra-
fitovy prasek Ize velmi dobie smisit s kapalnym pojivem v obyc¢ejné porcelanové tieci misce, pfi-
¢emz homogenizace pasty se provadi v n€kolika etapach, kdy se pozvolna vznikajici hmota po-
stupné seSkrabuje ze stén misky na dno, kde 1ze 1épe vyuzit energického tlaku tloucku. Pasta je pak
hotova v nékolika minutach a Ize ji hned pouzit k pfipravé daného cidla.
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Aby mohla byt mékka, nekompaktni uhlikova pasta pouzivana k méfenim, je nezbytné pou-
zit vhodné elektrodové pouzdroe. Takova sestava pak piedstavuje vlastni uhlikovou pastovou
elektrodu (CPE) resp. senzor a muze zahrnovat rizné konstrukéni varianty:

(i) trubicky a pouzdra s dutinami pro naplii uhlikové pasty,

(ii) elektrodova pouzdra s oto¢nym pistem (viz obr. 6.2),

(iii) uhlikové pastové mikroelektrody ¢i soubory ultramikroelektrod,

(iv) detektory s naplni uhlikové pasty pro méteni v pritoku,

(v) specialni konstrukce uhlikovych pastovych senzort, jako jsou napf. ¢idla s planarni konfiguraci,
které mohou konkurovat dnes velmi rozsifenym tisténym elektroddm ¢i integrovanym elektrodo-
vym celam.

Obr. 6.2:  Pouzdra pro uhlikovou pastu pistového typu: sestava a piisluSenstvi

Vlevo: plnici néstroje; uprostted: rozlozené a sestavené pouzdro; vpravo: vyménitelné koncov-
ky o rizném pruméru pracovniho otvoru)

[z archivu autora]

V ptedchozim vykladu byla pozornost zaméfena na uhlikové pasty, jako na zvlastni elektro-
dovy material s viceslozkovym charakterem a tomu odpovidajicimi mechanickymi vlastnostmi.
Nehomogenni povaha se promita i do dalSich vlastnosti, které se u kazdého cCidla z uhlikové pasty
projevuji trochu jinak, a to nejen v zavislosti na typu pouzité pasty a zvoleném konstrukénim feseni
pouzdra, ale i na zptsobu, jakym jsou provadéna vlastni méfeni. VSechny tyto aspekty jsou pak
predmétem heslovitého vykladu v nasledujicim odstaveci.

[ Fyzikalné-chemické a elektrochemické charakteristiky uhlikovych pastovych elektrod

Vlastnosti, jimiz se uhlikové pastové elektrody nejvice odliSuji od jinych elektrochemickych ¢idel,
at’ uz jde o tuhé elektrody z uhliku ¢i drahych kovti, varianty rtutové kapky ¢i riizné dalsi senzory,
byly jiz diskutovany v udebnim textu PACI (cit.'*) nebo do detaili popsany ve vyse zminénych
referatech *'°. Pro potieby tohoto textu postadi alespoti jejich vyjmenovani:

o specificka struktura povahy ,,tuhé“ disperze grafitovych Casticich v pouzitém pojivu,

o velmi nizky ohmicky odpor (bézné smési s kapalinami typu oleji mivaji odpor cca 10 Q),
. labilita past v organickych rozpoustédlech vlivem misitelnosti pojiva s rozpoustédlem,

o starnuti uhlikovych past jako disledek pozvolného vysychani pojiva,
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o hydrofobni povaha uhlikové pasty souvisejici s pfitomnosti pojiva lipofilni povahy a pro-
jevujici se jako tzv. zpomalena reak¢ni kinetika na povrchu uhlikovych past.

[ ] Interakce na povrchu a uvnitf uhlikové pasty

Mezi mozné pochody a mechanismy, kterych lze vyuzit pfi métenich s uhlikovymi pastami, patfi
faradické i nefaradické procesy:

. elektrolytické déje spojené s vymeénou elektrond, tj. oxidace a redukce,

o adsorpce na povrchu uhlikovych past,

. extrakce (penetrace) do nitra uhlikovych past,

o tvorba iontovych parii a jejich selektivni zachycovani na uhlikové paste,

o dalsi specifické déje (napt. elektrokatalyza) na modifikovanych elektrodach.

6.3 Elektrochemické a elektroanalytické aplikace Cidel z uhlikové pasty

Predchozi vycet specifickych vlastnosti, riznorodost vyuzivanych pochodt a jejich mozné kombi-
nace davaji tusit, ze praktické aplikace cidel z uhlikovych past mohou byt velmi rozmanité, coz
stavajici databaze metod jasné doklada '. Dosavadni vystupy oboru lze piedstavit formou souhrn-
nych piehledd a tabulek %, ale zakladni orientaci v moznostech aplikované elektrochemie s uhliko-
vymi pastami dovoli i vybér konkrétnich ptikladd, ilustrujicich méfeni a postupy zaloZené na ruz-
nych principech. Pravé takovy ptistup byl zvolen zde, pfi¢emz jednotlivé ukazky vychazeji z expe-
rimentalni prace autora a jeho nejblizsich spolupracovnikd.

Priklad 1: Vyvoj a testovani uhlikovych past pro elektrochemicka méreni v roztocich
s organickymi rozpoustédly

Nespornou nevyhodou béznych druhti uhlikovych past je jejich mala stabilita v organickych roz-
poustédlech. Zejména to plati pro nejrozsifencjsi smeési na bazi parafinovych oleji, jako je Nujol,
kdy lze dokonce fici, ze ptislusné elektrody a senzory jsou v prostiedi organickych rozpoustédel
nepouzitelné . Tyka se to rovnéz smésnych roztokd typu voda/methanol, které byvaji voleny jako
média, v nichZ se do roztoku ptevadéji ve vode nerozpustné organické latky. A uhlikové pasty na
bazi Nujolu jsou atakovany methanolem a podobnymi rozpoustédly také v ptipadech, kdy smés-
na média obsahuji i velmi nizky podil nevodné slozky, napt. 5-10 % (v/v). Tato skutecnost prak-
ticky vylu€uje pouziti parafinovych uhlikovych past jako elektrodového materialu v detektorech
pro pratokova méfeni ¢i ve spojeni s HPLC, kde jsou uvedena média bézné pouzivana jako mo-
bilni faze.

Této slabiny tradi¢nich nujolovych past si byla dobie védoma i autorova skupina, a proto jiz
v obdobi prvnich diikladnéjsich charakterizaci uhlikovych past byla vénovana znacnd pozornost
alternativnim smésim na bazi vysoce viskéznich silikonovych olejti . Ty se nakonec ukazaly
mnohem odolnégjsi vici bézné pouzivanym rozpoustédlim, jako MeOH, ACN, DMFA ¢i DMSO,
kdy bylo mozno provadét elektrochemicka méteni v roztocich s obsahem az 50 % uvedenych po-
larnich rozpoustédel. (Kontakt s nepolarnimi a inertnimi rozpoustédly typu CCly, hexanu nebo ace-
tonu vede k rychlému rozkladu jakékoli pasty, coz je pochopitelné vzhledem k jejich blizké povaze,
a tim i misitelnosti s pojivy ze skupiny parafinovych a silikonovych olejt.)
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Odolnost uhlikové pasty ze silikonového oleje vici methanolu doklada i voltamogram na
Obr. 6.3, znazornujici velmi zajimavou oxidaci m-nitrofenothiazinu, CsHs—NH(S)—CsH;—NO,,
ziskaného Setrnou nitraci ve smési 5 % KNO, + CH;COOH, pri¢emz studovana latka byla pfitom-
na — a plné rozpusténa — v roztoku 2M-H,SO, + 30 % MeOH. Oxidace je pétistupniova (piky I az V),
v intervalu pouhych 500 mV. Tento experiment byl soucasti rozsahlejsiho studia elektrodového cho-
véni fenothiazinovych derivati, pouZivanych jako chemoterapeutika pii 1é¢eni t&Zkych psychéz .

IS”‘A I O I v Vv
\\_\‘-- ----- -—.-__—r""-.—/
| 1 I T I 1 I 1
0 +0,4 +0,8 +1,2

—— E [V] vs. Ag/AgCI

Obr. 6.3:  Anodickd oxidace nitrovaného fenothiazinu v prostiedi 30 % methanolu na uhliko-
vé pasté na bdzi vysoce viskézniho silikonového oleje z fady Lukoil®

c(n-fen)=1- 10" mol 1™

Zaznam v rezimu DPV; ------ zakladni linie elektrolytu;

[z archivu autora]

Zvyseni rezistence uhlikovych past v médiich s vyssim obsahem methanolu se v poslednim
obdobi soustavné vénuji i kolegové z prazské UNESCO laboratofe elektrochemie Zivotniho pro-
sttedi . Odlignym piistupem, kdy se rozkladu pastové smési u¢inné brani volbou specialniho uhli-
ku na bazi skelného grafitu, dosahli pozoruhodnych vysledkl a pasty tohoto typu jiz uspé$né od-
zkouseli v roztocich s obsahem az 90 % MeOH.

Ackoli mechanismus stabilizace skelnym grafitem s kulovitymi ¢asticemi a specificky upra-
venym povrchem neni dosud zcela objasnén ', je nepochybné, Ze podobné experimenty mohou
roz§itit vyuziti uhlikovych past v organické elektrochemii, kde je vétsina latek malo rozpustnych ¢i
zcela nerozpustnych ve vodnych roztocich, které jinak v elektrochemii stale prevazuji.

Piiklad 2: Vyuziti neelektrolytického nakoncetrovani pro vysoce selektivni stanoveni
jodidu ve vzorcich se sloZitéjsSi matrici

Jak jiz bylo né€kolikrat zdiraznéno, uhlikové pasty byvaji pfipravovany z pojiv, které jsou za béz-
nych podminek chemicky a elektrochemicky indiferentni. To vSak neplati o zvlastni skupiné pasto-
vych smési, kde jako kapaliny vystupuji organické estery. U téchto past, které poprvé prostudovala
a navrhla nase elektroanalytick4 skupina '° se v roli atypického pojiva nejlépe osvédéil trikresyl-
fosfat, (C;H;,-O-);P=0, znamy i jako plastifikator membran ¢i reagens uzivané pro modifikace
kapilarnich chromatografickych kolon k separacim na principu iontové vymény. Pravé tohoto me-
chanismu vyuzivaji i méfeni s trikresylfosfatovymi pastami, které jiz ve slabé kyselych roztocich
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vytvareji aktivni povrchovou vrstvu s protonovanymi molekulami pojiva, jez jsou pak schopny
parovani s n¢kterymi objemnéjsimi protiionty, napf. jodidy. Je-li takovy anion elektroaktivni, coz

plati i o &astici I” resp. I3, Ize celého postupu vyuzit k analytickym uéeltim ":

(C;H,-0-);P=0 + H' — [(C,H;-0-);P=0OH]" protonizace trikresylfosfatu D
[(C;H7-0-);P=0H]" + I"— {[(C;H;-O-);P=0OH]",I"} tvorba iontového paru (ITa)
2 {[(C;H;-0-);P=OH]",I"} — 2 [(C;H;-0-);P=0OH]" + I, + 2 ¢ oxidace aniontu na elektrodé (IIb)

L+2e—21 elektrochemicka detekce prostiednic-
tvim opétovné redukce jodu zachycené-
ho v elektrodovém materialu (Ic)

Ke schématu (Ila-¢) je nutno dodat, Ze tvorba iontovych para probiha i bez aplikace potencialu
na pracovni elektrodé, a tim splituje podminku neelektrolytické povahy nakoncentrovani. V tomto
ptipadé je vSak akumulace provadéna pii pozitivnich potencialech, aby bylo mozno zoxidovat jodid
na jod (dle IIb). Cely mechanismus je dale charakteristicky tim, Ze hlavni pochod — tj. iontové
parovani — doprovazi i extrakce (penetrace) do nitra uhlikové pasty, pfi¢emz tohoto déje se mo-
hou ucastnit jak neutralni iontové pary, tak na elektrodé vznikajici elementarni jod.

V kazdém pripad¢ prolinani obou procest vede k dalSimu zvyseni selektivity nahromadéni,
jez je u metod na principu iontového parovani uz tak zna¢né selektivni. A protoze elektrochemicka
detekce vzniklého jodidu (Ilc) patii k pomémeé citlivym, je vysledkem fakt, ze se pfislusnd metoda
pysni nevSednimi elektroanalytickymi parametry. Mimotadna je predevsim jeji selektivita k ostat-
nim halogenidiim a pseudohalogenidiim a napt. pro stanoveni jodidi vedle chloridi ji 1ze vyjadfit
pomérem I : CI" =1 : 2 000 000 (cit. '%), coZ je hodnota, které zdaleka nedosahuji ani komeréng
vyrabéné jodidové iontové-selektivni elektrody.

Selektivitu navrzené metody, ktera se jiz osvédcila ke stanoveni jodu v kuchynskych solich,
bud’to pi¥imo jodidovanych ', nebo s piidavkem jodi¢nanu '®, KIOs, ktery je viak nutno piedem
chemicky zredukovat, lze jesté umocnit kombinaci se specifickou detekci v rezimu rozpoustéci

analyzy s konstantnim proudem (CCSA) "',

80 I

dt

dE

[s/V]
40 -
20
u ) ) I L)
-0.1 0 +0.1 +0.2 +0.3

— > E[V]vs. Ag/ AgCl

Obr. 6.4:  Detekce jodu v lidské moci rozpoustéci potenciometrii s uhlikovou pastou na bazi
trikresyl fosfitu
Zaznamy v rezimu CCSA; dole vzorek moci zfedény nosnym elektrolytem; uprostied c(I") =
0.5 ppm; nahote c¢(I") = 5 ppm
[z archivu autora]
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Potom je mozné cely postup aplikovat na stanoveni jodu i ve vzorcich s extrémné slozitou matrici,
jako je lidska moc, aniz by bylo nutno vzorek ptedem upravovat. To dokladaji i ziznamy na Obr. 6.4,
které byly pofizeny béhem modelové analyzy vzorku moci obohaceného jodidem. Vlastni provedeni
je velmi jednoduché, rychlé a vzhledem k pouzité elektrochemické instrumentaci i ekonomicky nena-
ro¢né, coz nelze fici o stanovenich technikami neutronové aktivacni analyzy (NAA) ¢i iontové chro-
matografie (IC), které jsou pro analyzy podobné slozitych vzorkti obvykle doporucovany.

Z pohledu nyni protéZované tzv. zelené analytické chemie ' jsou viak postupy s trikresyl-
fosfatovou uhlikovou pastou jen stézi akceptovatelné, a to z divodu nesporné zdravotni zavadnosti
pouzivaného esteru. V nékterych pfipadech je mozné toxicky trikresylfosfat zaménit za béznou
pastovou kapalinou a jeho afinitu k aniontim nahradit modifikaci in situ roztokem kationaktivniho
tenzidu ze skupiny kvarternich amoniovych soli, R'R;N"X". Selektivita takto upravenych past je
sice 0 poznani nizs$i, ale postaci napt. ke stanoveni jodidu ve vzorcich ptirodnich a mineralnich vod
2 Na druhé strané jsou postupy s modifikatory typu R'RsN™ velmi flexibilni a pomérné snadno
adaptovatelné ke stanoveni dalSich anorganickych anionttl, jak bylo nedavno ukazano na stanoveni
chromu ve form& HCrO,™ resp. Cr,0,°" (cit. *") nebo trojice t&zkych platinovych kovii, osmia,
iridia a platiny, v podobé jejich hexachlorokomplexti OsCls>", IrClg*™ a PtClg*™ (cit. 22).

Priklad 3: SoutéZz uhlikovych past a tiSténych uhlikovych inkoustii pFi konstruovani
senzoriu pro detekci v priutokovych systémech

Odpiirci elektrod a senzorti z uhlikové pasty Casto namitaji, ze chovani tohoto elektrodového mate-
ridlu je malo citelné a Ze prakticky neexistuje dvojice ¢idel, jejichz vlastnosti by byly zcela totozné.
S tim se da souhlasit, nebot’ u laboratorné zhotovovanych uhlikovych past je to nedosazitelny po-
7adavek *", i kdyZ po ziskani uréité dovednosti 1ze piipravovat pastové smési velmi podobnych
vlastnosti. Nicmén¢ se tento argument postupem ¢asu stava hnacim motorem pii vyvoji a testovani
uhlikovych inkousti, které svoji povahou a slozenim jsou mnohdy velmi blizké praveé uhlikovym

r 1
pastam 5,10

, ale lze je ve velkém a ze presné definovanych podminek tisknout na keramické ¢i plas-
tové podlozky na specialnich strojich, a tak vyrabét za kontrolovanych podminek senzory, popf.
i celé soubory senzort, s takika identickymi parametry. Oproti pastam je tu ale pfeci jen jeden za-
sadni rozdil: uhlikové inkousty se obvykle vytvrzuji a pouzité pojivo piejde do tuhého stavu, ¢imz
se zcela ztraci cenna funkce ptivodni kapaliny — jeji extrakéni schopnosti. Nespornymi piednostmi
tisténych elektrod jsou vsak planarni konfigurace a malé rozméry, tzn. parametry zadané pii kon-

strukcich detektor pro méteni v pritoku.

Pokusem vytvofit jakési hybridni ¢idlo, které by mélo geometrii a proporce tisténych senzo-
10, ale v roli elektrodového materialu by vystupovala bézna pastova smes s kapalnym pojivem, je
nedavno navrzeny plastovy korpus s podélnym otvorem (Zlabkem) ***, ktery 1ze snadno naplnit
uhlikovou pastou. Konkrétni podobu celé sestavy znazornuje Obr. 6.5, k némuz se slusi dodat, ze
elektricky kontakt pasty s obvodem je tu feSen krokodylkem, pfipnutym k mosazné vlozce (2),
ktera je mechanicky odolné&jsi nez mekka pasta. A jelikoz vlozka tésné priléha k naplni, je i u toho-
to provizorniho feSeni vysledny odpor celého kompletu minimalni.

Béhem pocateniho testovani byl zlabkovy senzor pouzivan ve vsadkové konfiguraci, tj.
vertikalné vnofen do meétfeného, elektromagneticky michaného roztoku, kdy jeho hladina byla
zhruba v poloviné délky druhé plastové vlozky (4b). Z téchto uvodnich experimentli pak pochazi i
Obr. 6.6, na némz jsou srovnavany zaznamy z detekce glukosy na dvou rtznych uhlikovych sub-

stratech s pfimisenym mediatorem a s enzymem, imobilizovanym v membrané z Nafionu®.
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Obr. 6.5:

Novy typ senzoru na bazi plastového rovinného téla s ndaplni uhlikové pasty: schéma
kompletni sestavy

1 — hranolek z PTFE, 40x10x2 mm, s podélnym zlabkem 40x3x1 mm, 2 — mosazny kontakt,
3 — uhlikova pasta (napln), 4a,b — dvojice plastovych vlozek, kterymi se vymezuje aktivni plo-
cha cidla

[z archivu autora]

Prislusné amperogramy dokladaji, ze zlabkovy senzor vysel ze zkousky na vytecnou a vyka-

zoval prokazatelné lepsi odezvu nez obdobné ¢idlo s téméf stejnou geometrii, ale na bazi vytvrze-

ného uhlikového inkoustu. Rovnéz stabilita naplné uhlikové pasty byla shledana vynikajici, uvazi-

me-li, ze cely experiment probihal v intenzivné michaném roztoku po dobu dvou hodin.

| A
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Obr. 6.6:
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Testovani dvou riiznych biosenzorit na glukozu v reZimu hydrodynamické ampero-

metrické detekce

A — substrat na bazi korpusu s naplni uhlikové pasty; B — substrat na bazi tisténého uhlikového
inkoustu

Experimentalni podminky: oba substraty modifikovany 5 % MnO,; glukosooxidasa v membra-
n¢; 0.1M fosfatovy pufr (pH 7,5); osm pridavkt 3 mM glukosy; doba ustaleni 120 min; ope-
racni potencial +0,45 V vs. Ag/AgCl, otacky pfi michani cca 300 rpm

[z archivu autora]

Stabilita a tésnost napIn¢ uhlikové pasty byly nakonec oveéfeny i za podminek méteni

v pritoku, kdy byl naplnény korpus zasunut do laboratorn¢ zhotovené detekéni cely. Protoze ani za

extrémnich pratokd (> 2 ml s™') nebyly zjistény problémy s utdsnénim naplné &i jejim eventualnim

vymyvanim tekoucim nosnym elektrolytem, Ize konstatovat, ze jednoducha konstrukce zlabku

s uhlikovou pastou je jakousi ,,hozenou rukavici® titénym senzorim srovnatelné konfigurace, né-

kdy az nekriticky protézovanych na tikor starSich, ale spolehlivych typi elektrod.
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V samotném zavéru kapitoly je snad mozné prozradit, Ze se znovu zvazuje konstrukce s od-
porové vyhtivanou naplni uhlikové pasty, se kterou by bylo mozno ryze fyzikalni cestou docilit
dalsiho zvysSeni citlivosti detekce. Je tomu jiz nékolik let, co probéhly prvni pfedbézné pokusy
o vyrobu elektricky ohiivaného korpusu, pfi¢emz vysledky byly veelku slibné .

Piiklad 4: Bismutem modifikované uhlikové pasty jako environmentilné Setrné ma-
terialy pro elektrody a senzory nertut’ové povahy

V elektrochemickych a elektroanalytickych méfenich mély rtutové elektrody dlouha 1éta takika
neotiesitelnou pozici > a zhruba totéZ lze fici i o prakticky zaméfenych metodach elektrochemické
rozpoustdci analyzy (ERA) *°. Avsak tento stav se posledni dobou radikalnd méni v souvislosti
s rostouci averzi laické vefejnosti viici rtuti, idajné vysoce toxické. Cela kampan jiz nabyva rozme-
1t jakési merkurofobie a nezvratn€ vede k tomu, Ze se i elektroanalytici postupné vzdavaji oblibe-
nych rtutovych elektrod, senzorl ¢i detektor a hledaji alternativni méfici systémy. Tyto trendy
jsou plné v souladu s koncepci, ze které vychazi i jiz zminéna zelena analyticka chemie *°, akcen-
tujici materialy a postupy Setrné k Zivotnimu prostifedi. Aniz by chtél autor tohoto textu né&jak ko-
mentovat celou situaci, faktem z{stava, Ze i on, spolu se svymi spolupracovniky, se jiz pied lety do
takto orientovaného vyzkumu aktivné zapojil.

Bylo to v obdobi po&ateéniho testovani elektrodovych substrati s povlaky z bismutu 27, kdy
Pojem ,,nertut’ovy resp. nertut'ova“ neni dosud v elektrochemickém nazvoslovi zcela bézny, ale
postupné se za¢ina prosazovat, jak sili snahy o nahradu rtutovych kapek a rtutovych filmu alterna-
tivnimi &idly *. Ceského Gtenafe mize zaujmout, Ze tento termin (v angliéting psany jako “non-
mercury” popt. “mercury-free*) byl mozna viibec poprvé pouzit u nas na zacatku osmdesatych let
2 ackoli zfejm& ve zcela jiném kontextu. Pravé spojitost s vySe popsanym usilim naznauje, Ze
adjektivum ,,nertutovy* neznamena jakoukoli elektrodu ¢i senzor, které nejsou ze rtuti, ale pred-
stavuje Cidla, jez nahrazuji rtut’ a rtutové filmy v nékterych elektrochemickych a elektroanalytic-
kych mefenich. Pravé elektrody a senzory na bazi bismutu * jsou momentalné asi nejnazorngj-
§im prikladem nertutovych ¢idel a zaroven i konkrétnim diikazem nahraditelnosti rtuti, zejména ve
spojeni s modernimi technikami ERA pfi stanovenich iontt tézkych kovi.

Také uhlikové pasty piedstavuji vhodné substraty pro piipravu bismutovych elektrod 2",

a to nejen pro velmi snadnou obnovu povrchu, ale i proto, Ze jejich heterogenni podstata a labora-
torni zpasoby pifipravy umoznuji ziskat tfi riizné varianty bismutem modifikovanych cidel:

o uhlikové pasty s bismutovym filmem, vylouenym in situ, popi. externe, tzn. ptedem a ze

specialniho pokovovaciho média — typ BiF-CPE (se dvéma riznymi zpasoby pfipravy);

. uhlikové pasty s pfimiSenym pevnym oxidem bismutitym, Bi,O; (1-5 %; m/m), ktery slouzi

pro vytvareni filmu bismutu in nascenti — typ Bi,Q;-CPE
o uhlikové pasty s dispergovanym praskovitym kovovym bismutem (15-20 %); typ Bi-CPE.

Existence hned trojice riznych elektrod a senzorl na bazi bismutu jen doklada mnohostranné
vyuziti uhlikovych past a v elektroanalyze s bismutovymi elektrodami nema podobna variabilita
obdoby . Kazdé z uvedenych ¢idel ma své prednosti i nedostatky. Je tu naptiklad moznost ob-
meény uhlikové pasty za kvalitativné odlisny druh ¢i jeji dal$i modifikace u ¢idel typu BiF-CPE,
zjednoduseni analyzy vzorkii bez pouziti pokovovacich roztoki &i piidavku iontdt Bi*" do roztoku
pii méfenich s Bi,03;-CPE anebo atypické vyuziti Bi-CPE v zasaditych médiich, kde jsou oba typy
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s vyluCovanymi povlaky nepouzitelné v diisledku hydrolyzy bismutitych soli. Z ptipadnych nedo-
statkli 1ze u varianty BiF-CPE uvést snizenou adhezi extern¢ vyluc¢ovanych povlaki k hydrofobni-
mu povrchu uhlikovych past, pon¢kud zhorsené pozadi pti méfenich s Bi,O;-CPE a riziko pasivace
¢astecek kovového bismutu u typu Bi-CPE. Vesmés se vSak jednd o jevy, které Ize vhodné zvole-
nymi experimentalnimi podminkami potlacit, popf. i zcela odstranit.

Jednotlivé varianty bismutem modifikovanych elektrod a senzorl z uhlikové pasty jiz byly
uspésné vyzkouseny v anodické rozpoustéci voltametrii a ptibuznych technikach ke stanoveni
ionta_kovi, které 1ze elektrolyticky nahromadit a posléze, béhem rozpoustéciho kroku, podrobit
detekci. Jmenovité §lo o studie s ionty Mn**, Zn**, Cd**, Pb*, In**, TI", Sn**, Sb** a dokonce
rozsah bismutovych elektrod. Pfi testovani bismutem modifikovanych uhlikovych past bylo ve
vétsSing pripadd u prislusnych metod dosazeno parametrt, které jsou plné€ srovnatelné s vysledky
méfeni na dosud nejrozsifendjsich ¢idlech na bazi skelného uhliku s povlakem bismutu **?. Plati to
1 0 mozném stanoveni india za pfitomnosti kadmia a olova, které je v podobé¢ modelového volta-
mogramu znazornéno na Obr. 6.7. Zatimco velmi citliva detekce iontli Cd*" a Pb*" na bismutovych
elektrodach je jiz vSeobecné zndma a dnes bézné vyuzivana v praktické analyze (viz ptehledy v cit.
) selektivni stanoveni In** za srovnatelnych podminek a koncentraénich pomért bylo kviili méné
ucinné depozici a rozpousténi kovového india dlouho nevyfesenym problémem. Nakonec se ukaza-
lo, Ze vedle vhodného substratu je klicovym faktorem volba nosného média s obsahem bromidu,
ktery nejenze ma piiznivy vliv na vylu€ovani bismutu v rezimu in sifu, ale jeho komplexotvorné
schopnosti vedou i k lepSimu rozdé€leni vSech tii pika.

-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2
—> E [V] vs. Ag/AgCI

Obr. 6.7:  Simultanni stanoveni iontii Cd2+, In3+ a Pb2+ na uhlikové pasté s povlakem bis-
mutu vyloucenym 'in situ'

—————— zakladni linie, 0,2M octanovy pufr + 0,2M-KBr (pH 4,2);
— pridavek ¢(Cd,Pb) =20 ppb + ¢(In) = 100 ppb;
méfeni v rezimu SWASV; uhlikova pasta ,,C/SO*; ¢(Bi) = 1 ppm
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6.4 Shrnuti a vyhledy do budoucna

Jiz na n¢kolika malo konkrétnich piikladech ze zakladniho vyzkumu bylo mozno piedstavit elek-
trody a senzory z uhlikové pasty jako Cidla, jejichz vyuzivani lze flexibiln¢ pfizptisobovat nejmo-
derngj$im trendim a inovacim v elektrochemii a elektroanalyze. Plati to jak o jejich moznostech pii
studiu organickych latek a farmakologickych preparati (Priklad 1), tak i o jedno-duchych a pfitom
velmi pfizpisobivych metodach na principu tvorby iontovych pard a extrakce do nitra pasty (PFi-
klad 2) nebo o uplatnéni uhlikovych past pfi zhotovovani stale velmi popularnich bisenzort, popf.
pro konstrukce detektorti k méfenim v pritokovych systémech (Priklad 3).

Zcela aktudlnim tématem jsou pak moznosti elektrod a senzorll na bazi uhlikové pasty
v oblasti v soucasnosti velmi protéZované — pii zavadéni environmentalné Setrnych ¢idel a detekc-
nich systémi do elektroanalytické praxe. Doklada to mimoradna adaptibilita uhlikovych past pro
méfeni s bismutovymi elektrodami (PFiklad 4) a skute¢nost, Ze tato problematika byla jiz predmé-
tem zajmu v kursu Moznosti inovaci v elektroanalytické chemii ™.

Tento prispévek vznikl za podpory Ministerstva skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské repub-
liky (projekty MSM0021627502 a LC 06035) a Grantové agentury Ceské republiky
(reg. ¢. 203/05/2106).

Literatura
1. Adams R. N.: "Carbon Paste Electrodes". Anal. Chem. 30 (1958) 1576.
2. Adams R. N.: Electrochemistry at Solid Electrodes, M. Dekker, New York (1969).

3. Svancara I.: Elektroanalyza s uhlikovymi pastovymi elektrodami. Habilitaéni prace, Univerzita Pardu-
bice, Pardubice (2002).

4. Adams R. N.: Carbon Paste Electrodes - A Review. Rev. Polarog. (Japan) 11 (1963) 71-78.

5. Kalcher K.: Chemically Modified Carbon Paste Electrodes in Voltammetric Analysis. Electroanalysis
2 (1990) 419-433.

6. Kalcher K., Kauffmann J.-M., Wang J., Svancara 1., Vytras K., Neuhold C., Yang Z.: Sensors Based
on Carbon Paste in Electrochemical Analysis: A Review with Particular Emphasis on the Period
1990-1993. Electroanalysis 7 (1995) 5-22.

7. Gorton L.: "Carbon Paste Electrodes Modified with Enzymes, Tissues, and Cells". Electroanalysis 7
(1995) 23-45.

8. Kalcher K., Schachl K., Svancara 1., Vytias K., Alemu H.: Recent Progress in Development of Carbon
Paste Electrodes. Sci. Pap. Univ. Pardubice, Ser. A 3 (1997) 57-85.

9. Svancara I., Vytias K., Zima J., Barek J.: Carbon Paste Electrodes in Modern Electroanalysis. A Re-
view. CRAC— Crit. Rev. Anal. Chem. 31 (2001) 311-345.

10.  Kalcher K., Svancara I., Metelka R., Vytias K., Walcarius A.: Heterogeneous Carbon Electrochemical
Sensors, v: Encyclopedia of Sensors, Vol. 4 (Grimes C.A., Dickey E., Pishko M.V., ed.), str. 283-430.
American Scientific Publishers, Stevenson Ranch, Florida, USA (2006).

11.  Svancara I, Schachl K.: Testing of Unmodified Carbon Paste Electrodes. Chem. Listy 93 (1999) 490-
499.

12.  Svancara I.: Elektroanalyza s uhlikovymi pastovymi elektrodami. In: Barek J. a kol.: Moznosti inovaci
v elektroanalytické chemii, str. 49-58. Prazské analytické centrum inovaci, Praha (2006).

13.  Svancara 1., Vytias K., Renger F., Smyth M. R.: Application of Carbon Paste Electrodes in Highly
Methanolic Solutions. Electrochim. Acta 37 (1992) 1355-1361.

14.  ZimaJ., Barek J., Muck A.: Monitoring of Environmentally and Biologically Important Organic Sub-
stances at Carbon Paste Electrodes. Rev. Chimie (Bucharest) 55 (2004) 657-661.

77



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Svancara 1., Vytfas K.: Voltammetry with Carbon Paste Electrodes Containing Membrane Plastici-
zers Used for the PVC-Based Ion-Selective Electrodes". Anal. Chim. Acta 273 (1993) 195-204.

Svancara 1., Konvalina J., Schachl K., Kalcher K., Vyttas K.: Stripping Voltammetric Determination
of lodide with Synergistic Accumulation at a Carbon Paste Electrode. Electroanalysis 10 (1998) 435-
441.

Svancara 1., Ogoreve M., Novi¢ M., Vytias K.: Simple and Rapid Determination of Iodide in Table
Salt via Stripping Potentiometry with a Carbon Paste Electrode". Anal. Bioanal. Chem. 372 (2002)
795-800.

Svancara I., Ogoreve B., HoGevar S. B., Vytias K.: Perspectives of Carbon Paste Electrodes in Strip-
ping Potentiometry. Anal. Sci. (Japan) 18 (2002) 301-305.

Wang J.: Real-Time Electrochemical Monitoring: Toward Green Analytical Chemistry. Ass. Chem.
Res. 35 (2002) 811-816.

Svancara 1., Cermakova 1., Vyttas K., Gossler W., Kalcher K.: "Cationic Surfactants as Modifiers for
Carbon Paste Electrodes. Application to the Determination of Iodide". Sci. Pap. Univ. Pardubice, Ser.
A 5(1999) 95-108.

Svancara 1., Foret P., Vytias K.: A Study on the Determination of Chromium as Chromate at a Carbon
Paste Electrode Modified with Surfactants. Talanta 64 (2004) 844-852.

Svancara I., Galik M., Vyttas K.: Stripping Voltammetric Determination of Platinum Metals at a Car-
bon Paste Electrode Modified with Cationic Surfactants. Talanta 72 (2007) 512-518.

Svancara 1., Kotzian P., Metelka R., Barto§ M., Foret P., Vytfas K.: Plastikové prouzky s uhlikovou
pastou: Novy typ pracovni elektrody v elektroanalyze, v: Monitorovani cizorodych latek v Zivotnim
prostiedi — IV (K. Vyttas, J. Kellner, J. Fischer, ed.), str. 145-158. Univerzita Pardubice, Pardubice
(2002).

Svancara [, Kotzian P., Barto§ M., Vyttas K.: Groove Electrodes: A New Alternative of Using Car-
bon Paste in Electroanalysis. Electrochem. Commun. 7 (2005) 657-662.

Zuman P.: Electrolysis with a Dropping Mercury Electrode: J. Heyrovsky's Contribution to Electro-
chemistry. CRAC — Crit. Rev. Anal. Chem. 31 (2001) 281-289.

Barek J., Fogg A., Muck A., Zima J.: Polarography and Voltammetry at Mercury Electrodes. CRAC —
Crit. Rev. Anal. Chem. 31 (2001) 291-309.

Krolicka A., Pauliukaité R., Svancara L., Metelka R., Norkus E., Bobrowski A., Kalcher K., Vytias K.:
Bismuth Film-Plated Carbon Paste Electrodes (Short Communication). Electrochem. Commun. 4
(2002) 193-196.

Volke J.: Structure of Molecules and Their Reactivity on Non-Mercury Electrodes. Surf. Technol. 15
(1982) 94-98.

Svancara 1., Vytias K.: Elektroanalyza s bismutovymi elektrodami (referat). Chem. Listy 100 (2006)
90-113.

Svancara I.: Bismutové elektrody v elektroanalyze. In: Barek J. a kol.: Moznosti inovaci v elektroana-
Iytické chemii, str. 59-68. Prazské analytické centrum inovaci, Praha (2006).

78



7. SENZORY NA BAZI BOREM DOPOVANEHO

DIAMANTU

prof. RNDv. Jiii Barek, CSc.

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, katedra analytické chemie, Albertov
2030, 128 43 Praha 2

barek@natur.cuni.cz

7.1 Uvod

Podle definice [IUPAC [1] je senzor zafizeni, které méfi urcitou vlastnost (tj. pfijima podnét) real-
ného systému a informuje (tj. produkuje odezvu) sviij systém o vysledku tohoto méfeni. Je to tedy
subsystém umoziujici ziskavat kvantitativni informace o realném svété. Chemicky senzor se sklada
ze dvou casti, z ¢asti citlivé na chemické slozeni okolniho prostiedi (tzv. transduceru) a z ¢asti pie-
vadé&jici ziskany chemicky podnét na elektricky signal (tzv. transmiteru). Zdrojem elektrického
signalu mize byt oxidace ¢i redukce rozpoustédla ¢i ¢astic v ném rozpusténych, adsorpce ¢i des-
orpce ¢astic na povrchu elektrody, nabijeni ¢i vybijeni elektrodové dvojvrstvy ¢i oxidace nebo re-
dukce materialu elektrody. Ve vSech ptipadech jde o procesy siln¢ zavislé na materialu elektrody.
Kwvalita jakéhokoliv elektrochemického senzoru tudiz do znacné miry zavisi na materialu, z n¢hoz
je vytvorena jeho elektroaktivni ¢ast. Ta je v bezprostiednim kontaktu s analyzovanym prostiedim,
coz muze vést k jeji pasivaci at’ jiz produkty elektrodové reakce, nebo slozkami matrice. To je pii-
¢inou neustalého hledani novych materialii, které vykazuji z hlediska vyuziti v elektrochemickych
senzorech lepsi vlastnosti nez materialy dosud pouzivané (zejména jde o dostupny potencialovy
rozsah, Sum, chemickou, elektrochemickou a mechanickou stabilitu a v neposledni fadé o resistenci
vuci pasivaci). Velmi slibnym a perspektivnim materidlem se z tohoto hlediska jevi borem dopova-
ny diamant, jehoZ moZnosti a vyhody v oblasti elektroanalytické chemie byly podrobné diskutova-
ny v kursu PACI ,,Moznosti inovaci v elektroanalytické chemii [2]. Na adsorpci polarnich latek
jsou citlivé téméf vsechny sp*-uhlikové elektrody, hlavné kvali piitomnosti polarnich skupin na
povrchu [3]. Naproti tomu borem dopovany diamant je diky svému sp’-charakteru znacné re-
zistentni vii€i pasivaci latkami naadsorbovanymi na jeho povrchu. Zatimco tada aplikaci borem
dopovaného diamantu k uplné elektrochemické oxidaci organickych polutantti pfi jejich odstrano-
vani z zZivotniho prostfedi vyuziva mikrokrystalické filmy borem dopovaného diamantu nanesené
na mechanicky pevnych kovech (Nb, Ta, W ¢i podstatné levnéjsi Ti), témét vSechny publikované
elektroanalytické aplikace byly provedeny na borem dopovanych diamantovych filmech nanese-
nych na kifemiku [4-6]. Piiprava a vlastnosti borem dopovaného diamantu spolu s konstrukei pra-
covnich elektrod z tohoto matrialu byly podrobné diskutovany v ptredchozim kursu PACI [2]
a proto jim zde jiz nebude vénovana pozornost. Ta bude po uvodnich obecnéjsich tvahach tykaji-
cich se charakteru diamantovych filmli soustfedéna na vyuziti senzord na bazi tohoto netradi¢niho
elektrodového materidlu pro detekci latek v plynné fazi, voltametrickou detekci anorganickych
a organickych latek ve vsadkovém uporadani a amperometrickou detekci zejména biologicky ak-
tivnich organickych latek v pratokovém uspotfadani (vysokoucinnd kapalinova chromatografie,
pritokové injek¢ni analyza, kapilarni zonova elektroforéza).
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7.2 Typy diamantovych filmii

Stejné jako existuje fada nejriznéjSich typt klasickych uhlikovych materiald, i diamant byl synteti-
zovan v fadé riznych forem lisicich se svymi elektrochemickymi vlastnostmi. Tyto formy se mo-
hou lisit velikosti krystalti, obsahem dopantu, zptisobem povrchové terminace, obsahem piitom-
nych sp>-forem i substratem, na kterém jsou naneseny [7]. Vzhledem k omezenym vyhodam na
sp’-bohatych diamantovych filmd, jejichZ vlastnosti se bliZi ostatnim grafitickym materialim, vét-
Sina elektroanalytickych aplikaci vyuziva vysoce kvalitnich borem dopovanych mikrokrystalickych
¢i nanokrystalickych film na kifemikovém substratu. Vyznamnou vyhodou borem dopovanych
diamantovych filmovych elektrod (BDDFE) je jejich chemicka stabilita i pfi zna¢né pozitivnich
potenciadlech kombinovana s nizkym zbytkovym proudem a vysokym piepétim pro vylucovani
kysliku, coz nabizi nové moznosti v oblasti stanoveni anodicky oxidovatelnych latek. Dostate¢né
siroké je vsak i jejich potencialové okno v katodické oblasti.

Obvyklym zplsobem se BDDFE ptipravuji technikou chemické depozice par (CVD) — tyto
elektrody jsou oznacované jako ,,as gown CVD films* a maji na svém povrchu monovrstvu vodiku,
coz souvisi s jejich ristem v atmosféfe bohaté na vodik. Povrch diamantu s volnymi vazbami
ukoncenymi vodikem je tudiz hydrofobni a pomérmné malo aktivni. Naproti tomu oxidovany povrch
diamantu obsahuje kyslikaté funkéni skupiny, a je tudiz hydrofilni. Pfedpoklada se pfitomnost ethe-
rovych ¢i karbonylovych funkénich skupin, pficemz posledné uvedené mohou byt vyuzity k che-
mické modifikaci povrchu BDDFE, umoziujici dalsi ladéni jejich elektrochemickych vlastnosti.
Tyto dva typy povrchti mohou byt realizovany elektrochemickou piediipravou BDDFE jejich kato-
dickou ¢i anodickou polarizaci ve vhodném vodném zakladnim elektrolytu. S vyhodou zde lze
vyuzit skutecnosti, Z2 BDDFE jsou mimotadné odolné vici korozi i pfi extrémnich potencidlech
v siln€é agresivnich prostfedich. Naptiiklad dlouhodobé cyklovani potencialu BDDFE ve smési
IM-HNO; a 0,1M-HF v rozmezi potenciali od katodického vyvoje vodiku do anodického vyvoje
kysliku nema pozorovatelny vliv ani na morfologii povrchu, ani na pomér diamantoidni a nedia-
mantoidni faze na povrchu této elektrody. (Za stejnych podminek jsou elektrody ze skleného uhliku
¢i pyrolytického grafitu vyrazn€ poskozeny). Vzhledem ke znacné odolnosti vici korozi jsou
BDDFE vhodné pro anodickou rozpoustéci voltametrii. Jejich vyhodou je, Ze obecné nevyzaduji
pravidelnou regeneraci. Nevyhodou muize byt jejich nizka elektrokatalyticka aktivita, kterou vsak
lze eliminovat riznymi zptisoby modifikace povrchu diamantového filmu. Nejcastéji se pouziva
oxidace a elektrochemicka depozice mikromnozstvi riznych kovti. Modifikace povrchu anodickou
oxidaci vede k vyraznému zvyseni selektivity k n€kterym analytim, napf. dopaminu ¢i mocové
kyseling, které pak lze stanovit i v pfitomnosti velkého nadbytku askorbové kyseliny. Vzhledem
k biologické kompatibilit¢ diamantu se tak nabizi k jeho vyuziti pro in vivo senzory fady biologic-
ky vyznamnych latek. Prihlednost diamantu a pozorovany fotoelektricky jev umoznuji vyuziti
fotoelektrochemickych méteni pro nedestruktivni charakterizaci tohoto elektrodového materialu
a nabizi moznost konstrukce riznych optrod a senzori kombinujicich optické a elektrochemické

principy.

Elektrochemické vlastnosti BDDFE zaviseji i na obsahu dopantu. Obecné lze fici, ze elek-
trochemické reakce probihajici mechanismem vnéjsi sféry (outter-sphere) jsou na BDDFE reversi-
bilngjsi nez reakce probihajici mechanismem vnitini sféry (inner-sphere), pti nichz dochazi ke
vzniku ¢i zaniku vazeb mezi atomy. Dale plati, Ze systémy s relativné pozitivnéj§im rovnovaznym
potencialem jsou reverzibiln€jsi nez systémy s potencidlem negativnéj$im a Ze na silné dopovanych
BDDFE s kovovégjsim charakterem povrchu probihaji reakce reverzibilngji nez na povrsSich s men-
§im obsahem dopantu, a tudiz spiSe polovodi¢ovym charakterem.

80



Dalsi vlastnosti BDDFE ovlivnujici jejich elektrochemické chovani je jejich mikroskopicka
¢i nanoskopicka hrubost, ¢ili velikost narostlych mikrokrystalkil ¢i nanokrystalki borem dopova-
ného diamantu. V prvém pfiblizeni lze fici, ze tato hrubost kopiruje hrubost substratu, na némz je
diamantovy film piipravovan. V tad¢ ptipada vSak bylo pozorovano snizeni hrubosti diamantového
filmu ve srovnani se substratem, coz ziejmeé souvisi s moznym piekrytim mikropord substratu dia-
mantovymi krystaly. S rostouci hrubosti povrchu se zuzuje dostupné potencialové okno a zvysuje
se diferencialni kapacita a elektrochemicka aktivita. Hrubost povrchu ovliviiuje kinetiku sledova-
nych elektrodovych reakci, pficemz s rostouci hrubosti se zpravidla zvySuje i reversibilita elektro-
dovych reakci. Rostouci hrubost povrchu usnadiiuje ptenos naboje a umoziuje prechod z oblasti
kinetické kontroly do oblasti kontroly difuzni, coz mize byt vyhodné z hlediska elektroanalytic-
kych aplikaci.

Dal§im moznym zptisobem ovlivnéni povrchové morfologie diamantového filmu je vytvore-
ni pravidelného usporadani port typu vceliho pléstu (tzv. honeycomb — viz obr. 7.1). Lze tak ucinit
reaktivnim leptanim polykrystalického diamantového filmu v kyslikové plasmé pies vhodné pii-
pravenou masku z SiO, ¢i Al,O; s pravidelnym systémem otvorti. Materialy s timto povrchem maji
sice srovnatelné dostupné potencialové okno, ale vyrazné vyssi zbytkovy proud, coz omezuje jejich
vyuziti v oblasti senzort.

Obr. 7.1: BDDFE s pravidelnym systémem vertikdlnich porii

Mechanicka i elektrochemicka stabilita BDDFE umoziiuje pouzit k vyraznému zvyseni me-
fenych proudl ultrazvuk. Plsobeni ultrazvuku vyrazné zvysi transport elektroaktivnich latek
k povrchu elektrody, avSak drastické mechanické Gcinky tlakovych vin a kavitaci indukovaného
toku kapaliny zptisobuji zna¢nou erozi elektrod z klasickych materiali na rozdil od BDDFE, pro
které se tak otvird nova zajimava oblast pouZiti.

Je popsana i pfiprava a elektrochemické vyuziti dopovanych diamantovych monokrystald
pripravenych za vysoké teploty a tlaku, jejichz elektrochemické vlastnosti pochopitelné zavisi na
krystalové orientaci elektroaktivni plochy, coz souvisi s riiznou koncentraci atomd boru v riiznych
plochach danou riznou schopnosti téchto ploch inkorporovat atomy dopantu (viz obr.7.2).
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Obr. 7.2:  Schématické zndazornéni diamantového monokrystalu narostlého pri vysoké teploté
a tlaku

V zavislosti na charakteru, kvalité a piipadné predupravé BDDFE mtizeme tudiz pozorovat
reverzibilni, kvazireverzibilni ¢i ireverzibilni chovani fady testovacich systému (viz obr. 7.3). Tvar
téchto voltamogrami neodpovida ucebnicovym charakteristikam pfislusnych systémi, coz zfejme
souvisi s riznou rychlosti pfenosu elektrond na riznych krystalovych rovinach. Stejné jako u ji-
nych elektrodovych matrialdi i v piipadé BDDFE je sytém Ru(NH;)s*"/ Ru(NH;)™" relativné nej-
méng citlivy na aktualni stav elektrodového povrchu, takze poskytuje prakticky stejné cyklické
voltamogramy pro mechanicky, katodicky i anodicky pfedupravenou BDDFE.

50
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Obr. 7.3:  Schematické zndzornéni cyklickych voltamogramii systémii pouZitelnych k charak-
terizaci BDDFE [7]

A - BDDFE mechanicky vylesténa aluminou; B — BDDFE po anodické preduprave cyklova-
nim potencialu v 1IM-HNO; mezi 0 a +5 V proti nasycené kalomelové elektrodé; C — BDDFE
po katodické predupravé cyklovanim potencialu v IM-HNO; mezi 0 a —2 V proti nasycen¢ ka-
lomelové elektrodé
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Piestoze diamant je nejtvrd$im zndmym materidlem a parafinicky charakter jeho povrchu
potlacuje nezadouci adsorpci reakénich produktid ¢i interferujicich latek na jeho povrchu, byla po-
psana fada postupti k obnoveni povrchu diamantovych filml v pifipadé jejich pasivace [7]. Patfi
sem napfiiklad lesténi emulsi oxidd kovt ¢i diamantovych ¢asticek, ptisobeni vodikové, fluorové ¢i
kyslikové plasmy, plsobeni extrémnich katodickych ¢i anodickych potencidlli, desorpce piisobe-
nim paprsku elektronti ¢i intenzivnim UV-zafenim. Tato piipadna preduprava pochopitelné rovnéz
ovliviiuje elektrochemické vlastnosti BDDFE. V ptipadé laserové aktivace jde pfevazné o termalni
proces vysoce lokalizovany na povrchu elektrody. Kratka doba pulsu (fadové 10 ns) umoziuje
aktivaci bez nadmérného zahiati celé elektrody. To umozituje pracovat se systémy tradi¢né pasivu-
jici elektrody. Na rozdil od konvencnich elektrod se tepelna energie v diamantu rychleji rozptyluje
a v dusledku optické transparentnosti diamantu se nekoncentruje na jeho povrchu. Negativnim
disledkem je ovSem omezena moznost odstranovat laserovou aktivaci opticky transparentni filmy,
jaké vznikaji napriklad pti anodické oxidaci fenold, ¢i velmi malé ostriivky deponovanych kovti.

Byla popsana i fada zptisobt chemické modifikace BDDFE po jejich plasmatické ¢i elektro-
chemické prediprave, elektrochemicka funkcionalizace dusikatymi funkénimi skupinami v kapal-
ném amoniaku, fotochemicka kovalentni modifikace nejriznéjsimi organickymi funkénimi skupi-
nami, ktera umozinuje kovalentni imobilizaci enzymt ¢i proteinti na jejich povrchu. Takto pfipra-
vené senzory byvaji velmi citlivé k oxidovatelnym analytim napi. fenolického typu s minimalni
interferenci kysliku diky jeho mimofadné vysokému piepéti. Tak napft. prosta adsorpce vhodného
hemu a kfenové peroxidasy poskytuje stabilni senzor s enzymatickym pokrytim pouzitelny pro
konstrukci biosenzorti zalozenych na detekci peroxidu vodiku.

Modifikace kovy ¢i dal§imi elektrochemicky aktivnimi materialy mize byt provedena me-
chanicky ponékud neobvyklou abrasivni technikou, kterou se na povrch BDDFE pienesou stopy
pripadné elektrokatalyticky aktivnich ¢astic.

Zajimavou moznosti je 1 konstrukce pole BDDF mikroelektrod koplanarnich s izolujicim
diamantem. Tato koplanarita umoziuje i mechanické lesténi takového elektrodového pole. Navic je
mozno tyto BDDF mikroelektrody elektrochemicky modifikovat pokrytim vhodnym kovem, napf.
zlatem, médi ¢i paladiem.

7.3 Detekce latek v plynné fazi

Byly vyvinuty chemické senzory na bazi diamantu zalozené na architektufe katalyticky u¢inny kov
(M = metal)-nevodivy diamant (I = insulative)—polovodi¢ovy diamant (S = semiconductor) - tato
architektura se tedy oznacuje zkratkou MIS (viz obr. 7.4). Funkce tohoto typu senzoru napf. pii
detekci vodiku 1ze popsat nasledovne:

A.  molekula vodiku se adsorbuje na povrchu palladia,

B.  vodik disociuje a difunduje paladiem k rozhrani paladium-nevodivy diamant,

C.  vodikové atomy se adsorbuji na vnitini rozhrani mezi palladiem a nevodivym diamantem za
vzniku vrstvy dipolii, kterd méni charakter pracovni kiivky mezi palladiem a vnitinim dia-
mantem,

D.  méni se zavislost proudu na napéti této MIS-diody,

E.  zmény zavislosti jsou korelovany s parcialnim tlakem vodiku v monitorovaném prostfedi.
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p*-diamond
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Obr. 7.4:  Chemicky senzor na bazi diamantu
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Obr. 7.5:  I-E charakteristika diamantového senzoru pii 200 °C a riizném parcidlnim tlaku
benzenu

1-1064Pa;2—-133Pa;3 — 0Pa

Charakteristika této diody se analogicky méni i pfi adsorpci benzenu, toluenu ¢i dalSich uhlovodi-
ki, coz lze vyuzit pti detekcei téchto latek v plynné formé. Z obr. 7.5 je patrno, Ze proud pii kon-
stantnim napéti, napi. 1 V, zavisi na parcidlnim tlaku benzenu, ¢ehoz se vyuziva k jeho detekci.
V tomto pfipad¢ je za nejpravdépodobnéjsi vyklad funkce senzoru pfijimana moznost Sté€peni stu-
dovanych latek na mensi Castice, které difunduji palladiem a na zakladé své adsorpce na rozhrani
s diamantem ovliviiuji pracovni charakteristiku senzoru. Jiny navrhovany mechanismus, zalozeny
na kompletni disociaci uhlovodiku a detekci vodiku po jeho prichodu vrstvou palladia na zakladé
jeho vlivu na pracovni kfivku senzoru, je méné pravdépodobny, protoze vodik méteny proud snizu-
je, zatimco benzen i toluen ho zvySuji. Jinou moznosti je, Ze vrstva palladia je dostatecné porovita,
takze umoznuje prichod nedisociovanych molekul benzenu ¢i toluenu az k rozhrani palladia a di-
amantu. Tento mechanismus se s nejvétsi pravdépodobnosti uplatituje u senzorti na oxid uhelnaty ¢i
ethanol.
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7.4 Voltametricka detekce ve vsadkovém uporadani

Razné konstrukce BDDFE pro praci pii vsadkovém usporadani jsou podrobné diskutovany ve
skriptech k ptedchozimu kursu PACI [2]. Vzhledem k mimofadné Sirokému anodickému potencia-
lovému oknu, lze tyto elektrody uspésné vyuzit k detekci fenolt a jejich derivati, jejichz oxidace
byva na jinych typech elektrod zpravidla ptekryta znaénym zbytkovym proudem a doprovazena
tvorbou polyfenoxy filmi blokujicich povrch elektrody. Jako piiklad lze uvést oxidaci 4-chlor-
fenolu, 2-chlorfenolu, 2,4-dichlorfenolu a 4-chlor-methylfenolu. Vzhledem k mimoiadné mecha-
nické odolnosti BDDFE lze citlivost stanoveni lze zvysit i pouzitim ultrazvuku. Dale byly tyto
elektrody pouzity napf. k detekci sulfanu, fady latek obsahujicich funkéni skupiny—SH, sulfonami-
dt i nukleovych kyselin a jejich bazi. BDDFE byly tuspé$né pouzity i pii stanoveni stopovych
mnozstvi kovii pomoci anodické ¢&i katodické rozpoustéci voltametrie. Radu odkazi na ptivodni
prace lze nalézt v prehledech citovanych na konci této kapitoly. Jako piiklad anodické rozpoustéci
voltametrie I1ze uvést stanoveni Pb ¢i Au po katodické predupravé BDDFE, ktera znaéné zvysuje
rychlost depozice i rozpousténi. Katodickou rozpoustéci voltametrii 1ze stanovit kovy, které pfi
pozitivnich potencidlech vytvareji na pracovni elektrodé deposity oxidl (Pb, Mn, Ag, V, atd.). Vy-
brané piiklady analytickych aplikaci BDDFE ve vsadkovém usporadani lze nalézt v Tab. 7.1.

Tab. 7.1:  Vybrané analytické aplikace borem dopovanych diamantovych filmovych elektrod

Aplikace Technika Poznamka
stanoveni stop kovt abrasivni rozpoustéci volt- | sleduje se elektrochemické roz-
ametrie pousténi mikroc¢astic prenesenych

abrasi z analyzovaného materialu
na BDDFE

selektivni detekce dopaminu v pfitomnosti | BDD mikrovlaknové elek- | stabilni senzory vyzadujici elek-

askorbové kyseliny trody trodovou aktivaci

stanoveni fenolickych latek detekce v prutokové cele | sonoelektrochemie ¢i laserova
aktivace

stanoveni estrogenti s fenolickou skupinou | amperometricky biosenzor
s kovalentné vazanou tyro-

sindzou

detekce cukrti a aminokyselin HPLC-ED BDDFE s implantovanym Ni a
Cu

oxidace cytochromu ¢ voltametrie piima elektrochemicka oxidace
na BDDFE

aromatické aminy a polyaminy, HPLC-ED

histamin a serotonin HPLC-ED

katecholaminy CZE-ED

dopamin, indol, aminochrom cyklicka voltametrie

antidepresiva (impramin, desipramin, clo- | HPLC-ED

mipramin, amitriptylin, nortriptylin, doxe-

pin)

organické kyseliny (citronova, maleinova, | voltametrie anodizovand BDDFE

mocova, alanin, cystein)

xanthin, theophyllin, kofein voltametrie

N-methylkarbamatové pesticidy (carbaryl, | HPLC-ED
carbo-furan, bendiocarb, methyl-2-benzimi-
dazolkarbamat)

homocystein, glutathion, cephalexin, mer- | HPLC-ED
kaptoethansulfonova kyselins
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cystein voltametrie pfima detekce ¢i nepfima detekce
v pfitomnosti ferrokyanidu

sulfan voltametrie neptima detekce s ferrokyanidem

NADH, histamin, sulfadiazinova antibioti- | FIA-ED makro- a mikro-BDDFE
ka, tetrachlormethan

dusitany a oxidy dusiku FIA-ED anodicka odezva

sulfonamidy a sulfadiazinova 1é¢iva (sulfa- | HPLC-ED
diazin, sulfamerazin, sulfamethazin)

t-RNA, jedno- a dvoupramennad DNA voltametrie
Au anodicka rozpoustéci volt- | sonovoltametrie
ametrie
Pb, Ag rozpoustéci voltametrie katodicka a anodicka depozice
Hg anodicka rozpoustéci volt-
ametrie
Mn katodicka rozpoustéci stanoveni v ¢aji
voltametrie
hydrazin a dalsi genotoxické latky, 4-nitro- | voltametrie pole BDDF mikroelektrod

fenol, dusitany

7.5 Amperometricka detekce v priitokovém usporadani

Tento typ detekce se hojné€ pouziva ve spojeni s miniaturizovanymi separa¢nimi systémy z nasledu-

jicich duvodu:

A.  technologie vyroby miniaturizovanych elektrod a detekénich obvodi je dostate¢né zvladnuta,

B.  zména elektrodovych ploch z milimetrovych na mikrometrové rozmeéry zpravidla nesnizuje
detek¢ni limity,

C.  elektrické obvody kontrolujici detekéni systém je mozno integrovat s fidicimi obvody sepa-
racnich systému a zachovat tak kompatibilitu celého zafizeni,

D. naklady na vyvoj, vyrobu a provoz zafizeni pfedstavuji zlomek ceny srovnatelné vykonnych
detekcnich systémt jiného typu,

E. elektrochemické detektory poskytuji informaci o koncentraci detegovanych latek piimo ve
formé snadno zpracovatelnych elektrickych signalt. Odpada tak konverze jinych forem sig-
nalu (svételny tok, hmotnost, teplota atd.) na elektricky signal.

O progresivnim vyvoji v oblasti fidicich jednotek svédci fakt, Ze v souCasnosti jiz existuji
pfenosna zafizeni napajend bateriemi s integrovanym potenciostatem a kapesnim pocitacem pro
voltametrické a amperometrické analyzy. Pravé amperometrie se nejvice uplatiiuje ve spojeni
s kapalinovymi separa¢nimi metodami diky své citlivosti, zpravidla Sirokému dynamickému line-
arnimu rozsahu a relativni selektivité. Konstrukce amperometrickych detektorti pro kapalinovou
chromatografii v mikro i makro méfitku je vedena snahou vyhovét chromatografickym a elektro-
chemickym pozadavkim na geometrii detek¢nich cel. Na jedné strané je to snaha o miniaturizaci
vlastniho detek¢niho prostoru, aby zbyte¢né nedochazelo k rozmyti zény analytu, na stran¢ druhé
je to elektrochemicky pozadavek na takové usporadani elektrod, které zaru¢i homogenni elektrické
pole mezi pracovni a pomocnou elektrodou a zaroven co nejbliz§i umisténi referentni elektrody,
coz je podminkou pro udrZeni definovaného potencialu na pracovni elektrodé pti amperometrické
detekci. Toto pozadované blizké postaveni vSech tii elektrod zpravidla vyzaduje vétsi detekeni
prostor, coz je z chromatografického hlediska nezaddouci. Dal$im problémem je volba vhodného
elektrodového materialu tak, aby byla zaruena kompatibilita s mobilni fazi, dostatecné Siroké po-
tencialové okno, dlouhodoba stabilita odezvy a odolnost proti pasivovani. Z tohoto hlediska se jako
zvlasté vhodny elektrodovy material jevi borem dopovany diamant.
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Amperometrickd detekce na BDDFE v pritokovém uspotradani (kombinace vysokoucinné
kapalinové chromatografie, prutokové injek¢ni analyzy ¢i kapilarni zonové elektroforézy s elektro-
chemickou detekei) byla pouzita zejména ke stanoveni fady biologicky aktivnich a environmental-
n¢ vyznamnych organickych slou¢enin. Navic napf. anodickd detekce fady aminti a polyamida
odhalila i zajimavé detaily oxidace téchto latek na BDDFE. Zajimavé je, ze lepSich vysledkt bylo
v tomto piipadé dosazeno pfi pouziti méné kvalitnich diamantovych filmu (s vice defekty a vyssi
proporci rozhrani mezi jednotlivymi zrny). Moznym vysvétlenim je adsorpce molekul analytu na
povrchovych atomech boru. Vybrané priklady analytickych aplikaci BDDFE ve vsadkovém uspo-
fadani 1ze nalézt v Tab. 7.1.

Problémem pro vyuziti BDD elektrod v kapilarni elektroforeze zlistava miniaturizace, jelikoz
BDDFE se zpravidla pfipravuji metodou chemické depozice par na vhodny nosic. Bézn€ pouzivané
planarni kiemikové desticky nejsou pro miniaturizaci pfili§ vhodné s vyjimkou jejich pouziti pii kon-
strukci tenkovrstvych detekénich cel [2]. Vhodné&jSim substratem se ukazaly byt platinové dratky
o pruméru 10 az 100 um, které je mozné vyleptat do Spicky tak, Ze se umisti do roztoku 1M-KOH
mezi Ctyfi uhlikové elektrody a vlozi se na nébstiidavé napéti. Takto upraveny platinovy dratek se
pak pokryje vrstvou krystalického borem dopovaného diamantu. Nakonec je plocha elektrody vyme-
zena v rozmezi 1,5 - 102 az 4,5 - 10> mm?, a to tak, Spicka elektrody zahieje, navlece se na ni po-
lypropylenova nasadka a manualné se stlaci. Detail pracovni mikroelektrody BDDF je na obr. 7.6D,
jeji umisténi v cele pro detekci za kolonou je ziejmé z obr. 7.6a. Mikroelektroda BDDDF se proti
konci kapilary nastavuje manualné s pomoci mikroskopu do vzdalenosti cca 20 pm.

4 < Pt drat pokryty BDD
uhlikové wlakno

& vodivé epoxidové
lepidio

_ L pipetova 4— Cu dratek
L‘:D:._ nasadka
1 T
3
1

Obr. 7.6:  Elektrochemicka detekéni cela pro detekci na konci kolony v CZE (a) a detail pra-
covni elektrody (b)

1 — pipetova nasadka se zatavenou pracovni elekrodou, 2 — referentni elektroda Ag/AgCl,
4M-KCl, nasyceny AgCl), 3 — pomocna Pt elektroda, 4 — separacni kapilara, 5 — Srouby v na-
vzajem kolmé pozici slouzici k pfesnému nastaveni konce separacni kapilary proti pracovni
elektrodé
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V kombinaci s kapilarni zonovou elektroforézou byly i pouzity diamantové mikrocarové
elektrody o rozmérech 300 x 50 pm (viz obr. 7.7) pro detekci submikromolarnich koncentraci rady
katecholamind. V kombinaci s kapilarni elektroforézou na Cipu se osvédéily valcové mikroelektro-
dy BDDF ptipravené vyse popsanym postupem chemické depozice par na platinovych dratkovych
mikroelektrodach (viz obr. 7.8)

diamond film
glass plate

T Cu wire

!
h Surface area: 300 pm= 50 pm

Obr. 7.7:  Schéma detektoru s diamantovou mikrocarovou elektrodou

|

O
o0
[EH
ot

1]
L i
Elmﬂ_@l | niRE

Obr 7.8:  Borem dopovand diamantovad filmovd elektroda piipravené depozici na platinové
dratkové mikroelektrodé a jeji pripojeni k systému kapildrni zonové elektroforézy na
Cipu

Vlastni postup piipravy téchto BDDF mikroelektrod znézorfiuje obr. 7.9.
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Obr 7.9:  Platinové drdtky s leptanim piipravenym hrotem o prisméru (a) 76 um, (b) 25 um,
(c) 10 um a pokryté BDD filmem. Zvétseno 300x

Nejprve se provede elektrochemické leptani platinovych dratkovych mikroelektrod v 17% CaCl, ve
smesi aceton:voda (1:1) po dobu 45 s pii vlozeném napéti 12 V (76 um) ¢i 3,5 V (10 a 25 um).
Nasleduje ¢isténi a zavedeni krystalizaCnich center sonikaci v acetonu 5 min., pak v suspenzi dia-
mantového prasku (5 nm castice) po dobu 30 min. Zavérecnou fazi je chemicka depozice par
z argonové plazmy obsahujici pfidavek CH4 a H, a B,Hg pro dopovani borem.
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7.6 Zavér

Senzory na bazi borem dopovaného diamantu maji pted sebou slibné perspektivy dalsiho vyvoje.
Prestoze nemohou zcela nahradit senzory na bazi rtuti, fada jejich vlastnosti je z hlediska elektro-
chemickych senzori mimotadné uziteCna. Na jedné strané jsou totiz slucitelné s praci za extrém-
nich podminek (vysoké tlaky, vysoké teploty, znacné mechanické namahani, prace v pfitomnosti
ultrazvuku ¢i po laserové aktivaci) a na druhé strané jsou kompatibilni s biologickymi systémy,
nebot’ nevyvolavaji zadnou negativni biologickou odezvu organismu. Pfitomnost kyslikatych
funk¢nich skupin na jejich povrchu po anodické predupravé umoznuje jejich chemickou modifika-
ci. Lze predpokladat, Ze dalsi vyvoj v této oblasti plijde jednak smérem extenzivnim (rozSifovani
palety studovanych latek, technickych uspotfadani diamantovych elektrod v riznych typech senzo-
i) a jednak smerem intenzivnim (hlubsi studium vztahii mezi strukturou a charakterem diamanto-
vych filmu a jejich elektrochemickymi pfipadné fotoelektrochemickymi vlastnostmi).

Podékovani
Tento vyzkum byl finanéné podporovan MSMT CR (projekty LC 06035 a MSM 0021620857).
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8. TLUSTOVRSTVE ELEKTROCHEMICKE SENZORY

RNDr. Jan Krejci, Ph.D., Ing. Radka Stejskalova, MUDr. Dagmar Krejcovd, Ing. Zuzana
Grosmanovd
BVT Technologies, Hudcova 78¢c, 612 00 Brno

info@bvt.cz

8.1 Historie

Pravdépodobné malokdo vi, Ze jedny z prvnich elektrochemickych senzoru ptipravovanych speci-
alnimi technologiemi byly vytvotené v Ceské republice. Mezi lety 1985 a 1986 byl zahajen vy-
zkum senzoru glukosy pro fizeni umélého pankreatu ve Vyzkumném ustavu zdravotnické techniky
v Brng. V tehdejsi dobé byly k dispozici pouze klasické elektrody a z biosenzort byla znama pouze
enzymova elektroda vznikla spojenim enzymové membrany a kyslikového ¢idla. I kdyz v této dobé
jiz byly provadény prvni prace se specialnimi elektrodami s pouzitim mediatorti a uhlikovych past,
vznikala prvni pouziti sitotisku pro nanaseni aktivnich vrstev na senzory v zahrani¢i. Roku 1983
vznikl patent', ktery je dnes vyuzivan pro vyrobu diabetickych prouzkil. Snahou o vytvofeni senzo-
i ve Vyzkumném ustavu zdravotnické techniky bylo nahrazeni klasickych elektrod novymi
technologiemi z oblasti mikroelektroniky zejména s cilem vyznamného snizeni ceny tak, aby
bylo mozné zefektivnit 1é¢bu diabetu a pfipadné vytvotit implantovatelny senzor glukosy. Po
analyze technického stavu byla zvolena technologie laminované keramiky a obecné tlustovrst-
va technologie. Prvni senzory byly pfipraveny ve Vyzkumnému ustavu elektrochemické kera-
miky v Hradci Kralové a jejich dalsi technologické zpracovani bylo provedeno v podniku Me-
sit v Uherském Hradisti.

Obr. 8.1:  Aktivni plocha elektrody vyrobend
HTCC technologii (high temperature
cofired ceramic). Aktivni plocha obsa-
huje dvé platinové pracovni elektrody a
teplomér Pt 100

Na obr. 8.1 je elektroda vyrobena technologii high temperature multilayer cofired ceramic
(HTCC), na jejimz Cele jsou umistény dve platinové elektrody a platinovy teplomér Pt 100. V duti-
né byla sintrovana stiibrna elektroda ze stiibrnych zrn a sintrovani bylo provadéno ve vodikové
atmosfére (viz Obr. 8.2b). Pro vyrobu byly pouZity specialni technologie, které byly v celém vy-
chodnim bloku dostupné pouze v Ceské republice. Bylo na né uvaleno embargo a dodnes jsou tyto
senzory na technologicky velmi vysoké urovni a v nékterych ptipadech se ani soucasné vyrobky
nemohou rovnat jejich tehdejsi kvalité.
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Obr. 8.2:  a) Srovnani velikosti elektrody se zapalkou. Elektroda obsahovala sintrovanou
AgAgCl referentni elektrodu, dvé platinové pracovni elektrody, zdasobnik elektrolytu
a teplomér Pt 100. Na druhém konci bylo kontaktni pole

b) Sintrovand vrstva Ag v dutiné zdasobniku elektrolytu (pied nanesenim Pt vrstev)

Na druhé stran¢ vsak byla jejich vyroba pfili§ draha a technologicky nesmirné narocna. Mu-
sela byt zvladnuta ptiprava specialnich past, jejichz vlastnosti jsou kompatibilni s mnohovrstvou
spékanou keramikou, dale nékolik technologickych postupti spékani, které umoznovaly vytvaret
rotacni tvary a konecné technologie vytvareni platinovych elektrod na cele, vcetné teplotni kom-
penzace platinovym teplomérem Pt 100. Bylo zfejmé, ze jak vyvoj, tak samotné elektrody jsou
velmi drahé a v podstaté jejich vyrazné zlevnéni je mozné pouze pii dosazeni velmi vysokych vy-
robnich sérii. To v tehdejsi dobé nebylo mozné. Na druhé strané v sériich cca 100-500 kusi byla
cena téchto elektrod srovnatelna nebo levnéjsi nez klasické elektrody vyrabéné ru¢né nebo semi-
technologicky ru¢nim zptisobem.

Obr. 8.3:  Mikrosenzor (dvé platinové
elektrody) pro srovndni s ve-
likosti sponky sesivacky

wevr

zcela nové moznosti, které byly v nékterych piipadech u klasickych elektrod nepfedstavitelné. Pii-
kladem mtize byt napf. miniaturizace (viz obr. 8.3) — mikroelektroda pfipravena technologii HTCC.
V tomto obdobi vyznamné pfispéli k rozvoji technologie Ing. B. Kurtev CSc. z Vyzkumného usta-
vu elektroniky keramiky v Hradci Kralové, RNDr. K. Suransky CSc. a Ing. Karel Rezni¢ek z Mesi-
tu Uherské Hradiste.
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Obr. 8.4:  Piiklad elektrochemického detektoru na Si ipu

Postupnym rozvojem téchto elektrod bylo nakonec zjisténo, ze elektrochemické senzory
i biosenzory vytvarené sitotiskem na korundovych podlozkach vyraznym zptisobem snizuji cenu ve
srovnani s technologii HTCC. Zde je nutno vzpomenout pfispéni firmy Excellent (Ing. J. Bursa),
ktera zajistila Spickové materidly firmy Du Pont a vyznamnym zpiisobem pfispéla k optimalizaci
topologie senzoru. VSechny dal$i vyhody ziistaly zachovany — moZnost miniaturizace, velka varia-
bilita materialti a moznost vytvareni pole elektrod. Paralelné s rozvojem tlustovrstvé technologie
byly provadény experimenty s elektrochemickymi detektory pfipravovanymi na Si-Cipech (ve spo-
lupraci s firmou Laboratorni pfistroje Praha, Dr. S. Vozka CSc., Dr. J. Litomisky CSc.; 1987 — 89).
Ukazka ¢ipu je na obr. 1.4. Dalsim cilem bylo elektrody zlepsit a zjednodusit, zejména v poméru
vykonu a ceny. Toho bylo dosaZeno pouzitim keramickych desti¢ek, na které byly pracovni elek-
trody tiStény. Na obr. 8.5 je zndzornéna prvni elektroda tohoto typu.

Obr. 8.5:  Prvni vzorky senzorii tisténych
na keramice (1992)

Hlavni vyhody a nové technologické moznosti, které tlustovrstva technologie v oblasti sen-
zorll a biosenzorti umoziuje jsou tyto:

vvvvv

. Cistota; v n&kterych piipadech lze dosihnout reprodukovateln&jsi piipravy, vyssi &istoty
a chemické odolnosti materialu nez v pfipadé klasickych elektrod.

n Rozsifeny vybér materidli pro pripravu pracovni elektrody; v klasické elektrochemii je
velmi zavaznym problémem vytvofeni aktivni plochy elektrody, ktera je kompaktné spojena
s télem elektrody tak, ze na rozhrani mezi elektroaktivnim materidlem a materidlem elektro-
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dy nemohou vznikat mikrotrhliny, spary o velikosti desitek nanometrii, ve kterych se akumu-
luje elektroaktivni latka a mlize potencialné zptisobovat nestandardni chovani elektrody. Pri-
kladem muze byt tzv. tailing, tzn. ze odezva po klasické formé prechazi do nestandardni
formy, kdy je zpomalena a t€Zko reprodukovatelna. Mikroelektronické technologie umoznuji
velmi kompaktni spojeni platiny s keramikou ¢i korundovou keramikou a jeji prekryti velmi
chemicky odolnymi polymery, keramickymi materiadly nebo sklem. Vznikaji tak kompaktni
senzory, které jsou zbaveny problému klasickych elektrod, tj. nehomogenity materialu. Je tak
mozno vytvaret elektrody obsahujici nejcastéji platinu, zlato a stfibro, méné obvykle méd’,
nikl nebo iridium. V dal§im se zminime o novych specialnich technologiich vyvinutych nasi
firmou, které umoznuji vytvaret elektrody na bazi skelného uhliku, zlatych a platinovych
kompaktnich vrstev a témét veskerych materiall veéetné materialti velmi exotickych.

Mnozstvi pouZitého kovu; drahé aktivni materialy jsou pouzity ve velmi malém mnoZstvi.
Vlastnosti elektrody se mohou blizit vlastnostem klasické platinové nebo zlaté elektrody,
avsak mnozstvi uzitého kovu je vyrazné nizsi, coz se odrazi i na cen¢ senzoru. Znamena to,
ze elektroda miiZze byt pouzivana stejné jako klasicka elektroda, ovSsem vzhledem k jeji cené
dosahujici jednotek EUR lze tuto elektrodu v pfipadé kontaminace vymeénit za novou. V pii-
pad¢ jedné Sarze Ize dosdhnout dobré reprodukovatelnosti, coZz znamena, ze sada experimen-
ti bude poskytovat kvalitni vysledky i pfi zaméné elektrod.

Moznost integrace pole elektrod; tim je umoznéno paralelni méfeni fady elektrolytti nebo
elektrochemickych reakci. V klasickém uspofradani je to také mozné, ale spojenim 20 klasic-
kych elektrochemickych klasickych nadobek a 20 polarografii, at’ klasické velikosti, nebo

modernich pfistrojii tieba firmy Palmsens (http://www.palmsens.com/), vznika slozity a fak-
ticky nepouzitelny systém. Jakmile je pole elektrod integrovano do senzoru velikosti nékoli-
ka milimetri ¢i centimetrd, situace se dramaticky méni a vznika novy systém umoziujici
provadet zcela nové fyzikalné-chemické postupy a elektrochemicka méfeni.

Spojeni s novymi technologiemi; moznost integrace kanall, pfedfiltrace, modifikace po-
vrchi elektrod (nanostrukturované elektrody) .

Riiznorodost povrchovych struktur; elektrochemické senzory a biosenzory vyrobené po-
moci tlustovrstvé technologie umoziuji pouzivat nejen Cisté elektrodové materidly, ale i sli-
tiny a navic umoznuji vytvaret struktury povrcha.

Technologie ma vsak i jednu nevyhodu, ktera pravdépodobné zpiisobovala pomalé uplatnéni

na trhu. Vyvoj pouziva drahé materialy a i pfesto, Ze se na aktivni ploSe pouzije fadové miligramo-

vé mnozstvi aktivniho elektrodového materialu, pii vyvoji jsou nutna gramova i vétsi mnozstvi. Na

vyvoj jednotkovych pocti kusi senzorti jsou tedy ndklady vyrazn€ vyssi nez na vyvoj klasické

elektrody. Hlavni vyhody novych technologickych postupti se tedy projevi az v piipadé minimalni

sériové vyroby.

8.2 Senzory

8.2.1 Senzor AC1

Prvnim vyrobkem, ktery nase firma zavedla na trh v oblasti tlustovrstvych elektrochemickych sen-

zoru byl senzor AC1.W*.R*. | Elektrochemicka myslenka®, ktera se skryva v navrhu senzoru AC1

je schématicky znazornéna (viz obr. 8.6)
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Obr. 8.6:  Princip elektrochemickych senzorii — integrace elektrochemické cely do malého
kompaktniho senzoru

Snahou bylo integrovat klasické elektrody do jednotného, robustniho a levného senzoru.
Jeho prodej byl zahajen v roce 1993 a i po 12 letech neustale roste a nyni jiz dosahuje fadove dese-
titisice kust za rok. Topologie senzoru byla patentovana a jejim cilem bylo vytvofit co nejhomo-
gennéj$i pole v oblasti pracovni elektrody. Senzor AC1 byl pouzit v fad¢ aplikaci, jednou z nejza-
jimavéjSich byly senzory DNA, které byly pouzity naptiklad ve Velké Britanii pro testovani vlivu
prostedi v atomovych elektrarnach na zaméstnance. Tento vyzkum provedl v roce 1995 prof. Da-
vid Lax z univerzity v Hullu a nebyl dosud publikovan.

V té€sné spolupraci s Masarykovou univerzitou v Brn¢ byla nalezena fada aplikaci v oblasti
biosenzorti pro stanoveni toxickych latek nebo imunosenzorii pro stanoveni pesticidd. Jako Cisté
elektrochemickou aplikaci Ize jmenovat pouziti tohoto senzoru pro stanoveni arsenu v pitnych vo-
dach. Podrobnosti je mozné nalézt v literatute.

Zavedli jsme jednotnou strukturu oznaceni senzort, umoziujici jejich specifikaci, snadnou
orientaci v jejich typech i v moznostech, které nabizeji. Formule se skldda z obvykle dvoupismen-
ného kodu nésledovaného dislici, za nimi je po tecce opét pismenny kod s Cislici, po dalsi tecce
pismenny kod s Cislici a takto specifikace pokracuje. Pro senzor AC1 ma formule tvar:

ACI. W * R *

Prvni pismeno charakterizuje zékladni elektrochemickou metodu, ktera je pro senzor vhodna
(A — amperometrie ¢i C — konduktometrie), druhé pismeno charakterizuje nosny substrat, na kte-
rém je senzor natistén (C — keramika ¢i P — plast) a Cislice charakterizuje poradi topologie senzoru.
Dalsi pismeno, W, specifikuje pracovni elektrodu a za ni nasledujici znak charakterizuje material
pracovni elektrody. (S — vrstva zlata a platiny, 1 — Cisté zlato, 2 — Cistd platina, 3 — Cisté stiibro,
4, 5 — rizné typy grafitu). Tento kdéd je oddéleny teCkou a nasleduje specifikace referentni elektro-
dy, oznacené pismenem R a cislem, které opét specifikuje pouzity material (S — stfibro, 1 — smés
stiibra a chloridu stfibrného, 2 — pochloridované stfibro).

Pro kazdy typ elektrody je vybran zakladni standardni material, ktery je oznacen S. Napfi-
klad elektroda AC1.W1.RS (viz obr. 8.7) je urCena pro amperometrickd méfeni, je vytvofena na
keramické podlozZce (99 % Al,Os3), topologie ma Cislo 1, jako referentni elektroda slouzi vrstva Ag.
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Senzory typu ACI jsou vhodné pro Sirokou skalu aplikaci, napf. pro méfeni koncentrace H,O,
glukosy, ferrikyanidu, enzymové aktivity a konstanty Michaelise—Mentenové. Bylo publikovano
jejich vyuziti jako imunosenzori, senzora DNA a herbicidt * . O tsp&nosti navrhu topologie
sveédci 1 skutecnost, Ze ji pouzivaji i dalsi firmy ve svété (Némecko, Thaiwan).

2,54 2,54

WORKING ELECTRODE

REFERENCE ELECTRODE

AUXILIARY ELECTRODE

T2

Obr. 8.7: ACI.WI1.RS Obr. 8.8: Zakladni rozmér a struktura senzoru
AC1

8.2.2 Senzor AC2

Jednim z prvnich zakaznickych pozadavkid byla moznost kompenzace elektrochemickych jevl na
pozadi pti elektrochemickych reakcich. To vedlo k vytvoreni senzoru AC2. V tésné blizkosti jsou
na ném umistény dveé pracovni elektrody, které jsou obklopeny spolec¢nou referentni elektrodou.
Pracovni elektrody mohou byt z riiznych materialti, nebo ze stejného materialu, nebo jedna z nich
je modifikovana a druha ne. V tom pfipadé na jedné elektrodé lze detegovat signal a elektroche-
mické jevy na pozadi, na druhé elektrodé je mozno detegovat pouze jevy pozadi. To znamena, ze
rozdil signalt (v nejjednodussim ptipad€) umozituje kompenzaci vzhledem k elektrochemickym

vvvvvv

nalu neni postacujici.

Obr. 8.9: Senzor AC2
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8.2.3 Senzor AC3

Tento senzor byl vytvofen na zakazku ve spolupraci s firmou Sycopel (Velka Britanie) a jeho cilem
je nahrada a miniaturizace drahych klasickych elektrod. V podstaté se jedna o miniaturni elektrodu
o Sifce 2,5 mm a délce 50 mm, na jejimz konci je pracovni elektroda o priméru 1 mm, ktera je opé¢t
vyrobena z platiny, zlata, piipadn¢ jinych materialt.

- Obr. 8.10: Senzor AC3

Obr. 8.11: Senzor AC4

8.2.4 Senzor AC4

Jako pomocné elektrody se pouzivaji platinové draty ¢i plisky, vzdy je vSak mnozstvi pouzité Pt
relativné velké. U senzoru AC4 je na korundové podloZce nanesena vrstva 5-7 um Pt. Plocha je
srovnatelna s béznymi pomocnymi elektrodami, avSak cena je vyrazné niz§i. Elektrodu lze také
pouzit jako velkoplosnou platinovou elektrodu pfi mnoha elektrochemickych experimentech nebo
pii experimentech s korozi.

8.2.5 Senzor AC5

Senzor ACS5 byl vyvinut pro Masarykovu univerzitu v Brng. Jednotlivé elektrody byly modifikova-
ny protilatkami a senzor byl pouzivan pro imunochemické stanoveni napi. herbicidii. Podrobnosti

Ize nalézt v literatuie * > °.

elelolelielel:

Obr. 8.11: Senzor ACS Obr. 8.12: Senzor AC6
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8.2.6 Senzor AC6

Senzor se dvéma pomocnymi elektrodami byl vytvofen na zakazku pro univerzitu v Hullu na detekci
dusicnanii. Méfeni bylo provadéno vyuzitim elektrochemické generace Cinidla. NaSe firma nema
podrobné informace o metodé méfeni. Zakaznik zadal pouze topologii, kterou nase firma vyrobila.

8.2.7 Senzor AC7

Senzor byl vyvinut pro Vojensky technicky tistav ochrany a pouzit v pfistroji pro detekci bojovych
otravnych latek — BioNA. Senzor byl spojen s miniaturni difuzni komurkou, kde dochazi k ptenosu
latek ze vzduchu do roztoku. Analyzou roztoku je mozno zjistit slozeni plynu ®.

8.2.8 Senzor AC8

Senzor byl vyvinut pro Masarykovu univerzitu v Brn¢€ a umoziioval soucasné méfeni ¢tyi analytt.

Referentni a pomocna elektroda byly externi.

Obr. 8.13: Senzor AC7 Obr. 8.14: Senzor AC8

8.2.9 Senzor AC9

Senzor byl vyvinut v EU projektu Intellisens ve spolupraci s universitou v Lundu. Jeho uziti bylo
v oblasti detekce znecist'ujicich latek v odpadnich vodach. Elektrody byly po dvou modifikovany
enzymy (vyssi spolehlivost). Senzor umoziioval stanoveni latek inhibujicich acetylcholinesterasu,
fenolytické latky a redoxni potencial.

8.2.10 Senzor AC10

Senzor je piikladem relativné velmi komplikovaného systému 20 elektrod umisténych v okoli jedné
referentni elektrody. Systém byl vyvinut s cilem realizovat novou elektrochemickou metodu, kte-
rou jsme pracovné nazvali ,,pfima voltametrie®. Pro tuto metodu byl vyvinut specialni potenciostat,
ktery umoziuje kazdou elektrodu polarizovat na svij vlastni potencidl, ¢imz je mozno méfit vyvoj
elektrochemické reakce v Case na jednotlivych elektrodach polarizovanych na rizné potencialy. Je
to fakticky velmi podobny vysledek, jaky dava cyklickd voltametrie — ta vSak udava fez v plose
zéavislosti napéti, ¢asu a odezvy senzoru. Vysledek piimé voltametrie s uzitim senzoru AC10 je na
obr. 8.17.
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Obr. 8.15: Senzor ACY Obr. 8.16: Senzor AC10
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Obr. 8.17:  Odezva pole 20 mikroeletrod 1501
na pridavek substrdtu. current[nA]
Piima voltametrie nahrazuje 1001
cyklickou voltametrii. KaZdd
elektroda je polarizovdna na
urcity potencidal
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S16

Voltage [V]

8.2.11 Senzor AC11

Senzor umoziuje praktické méteni malych objemt vzorku (cca 50 pl) v mikropipeté firmy Ependorf.
Konicka ¢ast na jeho konci je totozna s konickou ¢asti vialek firmy Ependorf o objemu 1,5 ml.

8.2.12 Senzor AC12

Senzor je ukazkou zakaznického senzoru, byl vyvinuty pro Masarykovu univerzitu pro priutokové

méteni na poli elektrod.

Obr. 8.18: Senzor AC11 Obr. 8.19: Senzor ACI2
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8.2.13 Senzory CC1 a CC2

Vsechny dosud popsané senzory byly uréeny pro amperometrickda méfeni. Nase firma avsak vyvi-

wevr

24

Systém byl navrzen pro diferencialni konduktometrické méfeni (obr. 8.21).

Obr. 8.20: Senzor CC1 Obr. 8.21: Senzor CC2

8.3 PrisluSenstvi k senzorum

Z reakci zékaznikl vyuzivajicich senzor AC1 jsme pochopili, Ze naSe firma nemtze ziistat pouze
u vyroby senzorll — pro pouZiti u je nutno senzor piipojit, vlozit jej do prutokové komirky, ktera
zajisti definovanou hydrodynamiku v okoli pracovni elektrody, je nutno vytvaret software, ktery
vyhodnoti odezvy. VSechny tyto podnéty od zakaznikl byly integrovany do piislusenstvi, které je
k senzorim dodavano a o kterém bude pojednano dale.

8.3.1 Priitokové cely (Flow cells - FC)

Bylo publikovdno mnoho c¢lankt, které fesi vztah odezvy elektrochemického senzoru vzhledem
k pritoku, domnivame se ale, ze tato problematika je stale nedocenéna. Odezva senzoru zavisi
zésadnim zplsobem na pfenosu hmoty mezi kapalinou a povrchem elektrody a je nutno pfipustit,
ze toto je zasadni nevyhodou vzhledem k optickym metoddm. Elektrochemické senzory méfi z
povrchu, kdezto optické senzory integruji signal z celého objemu vzorku. Znamena to, ze optické
senzory mohou byt fakticky robustnéjsi nez elektrochemické.

Prestoze je tento problém velmi slozity a pravdépodobné v nékterych piipadech nelze dosah-
nout optimalniho feSeni, pokusili jsme se alespont v ramci moznosti dosdhnout co nejlepsiho feseni.
Experimentalné byla vytvorena sada prutokovych cel typu wall-jet, pficemz tyto cely se liSily pru-
mérem kapilary, kterou kapalina proudi na pracovni elektrodu a riznymi priméry vstupnich a vy-
stupnich kapilar. Priméry vstupnich a vystupnich kapilar ovliviiuji gradienty tlaku uvniti pratokové
cely, a tim také jeji hydrodynamické vlastnosti. Podobné u systému ,,thin layer* byla optimalizova-
na geometrie tenké vrstvy analyzovaného roztoku u pracovni elektrody.

Pro vSechny tyto cely bylo provedeno méfeni jejich elektrochemickych vlastnosti v zavislosti
na pratoku a jejich vyhodnocenim byly nalezeny optimalni geometrické rozméry vzhledem k mi-
nimalni zavislosti signalu na pritoku a technologickym moznostem vyroby. Na tomto misté je nut-
no zminit, Zze zavislost odezvy senzoru na pritoku nelze odstranit, 1ze ji pouze minimalizovat.
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V okamziku, kdy byly tyto optimalni rozméry nalezeny, byly vytvofeny formy, takze v soucasné
dob¢ jsou cely vyrabény z jediného typu formy a geometrické rozméry jsou u vsech vyrobki totoz-
né. To znamend, Ze presto, Ze nejsme schopni naprosto piesné specifikovat funkéni zavislosti
a souvislost mezi prutokem a odezvou, zkalibruje-li si experimentator svoje méfeni pro jednu pri-
tokovou celu, je zaruceno, ze s vysokou piesnosti pii zdméne cel a senzori budou zachovany tytéz
hydrodynamické podminky, to znamena podobnda, nebo témét stejna odezva. Zakladni usporadani

pratokové cely wall-jet je na obrazku 3.2.

Obr. 8.22: Pritokovd cela FC2

Obr. 8.23: Zakladni uspoidddni pritokové cely wall-jet

Velmi zajimavou aplikaci je stimulace elektrochemického méfeni optickou cestou. Technic-
ky je toto zafizeni realizovano v pratokové cele FC 3, ktera integruje ,,thin film*“ pritokové uspora-
dani s tim, Ze té€sn¢ pod pritokovym kanalem je integrovana vysoce svitiva LED-dioda. Tento sys-
tém byl vyvinut pro detekci herbcidll ve spolupraci s Mikrobiologickym tstavem v Tieboni. Sys-
tém umoziuje detekci herbicidt v koncentracich az 10 mol L™,
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Elektrochemicka cela FC9 je navrzena jako soucast detektoru pro elektrochemicky aktivni
latky (tzn. latky, které se daji oxidovat nebo redukovat v zavislosti na potencialu vloZeném na pra-
covni elektrodu). Detektor se sklada z pole pracovnich elektrod obklopenych referentni elektrodou
(tj. senzor AC9). Kazda elektroda se polarizuje na jiny potencial. Timto zptisobem lze najednou
méfit osm signalld. Vzajemné ovliviiovani elektrod je potlaceno radialnim tokem analyzované kapa-
liny. Cela je uspotfadana tak, ze nad senzorem je umistén disk, jehoz stfedem vstupuje kapalina.
Rotaci disku se kapalina rozvadi od stfedu senzoru k okrajim.

/
i /

A 05
VL
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Obr. 8.24: Elektrochemicka
W cela FCY

8.3.2 MFS

Optimalizované pritokové cely jsou vyuzity v pristroji MFS °. Kli¢ovou myslenkou je dvoukruho-
vé Cerpadlo, které micha 2-10 ml pracovniho roztoku, pti¢emz 90-95 % roztoku probihd michacim
okruhem a 5-10 % pracovniho roztoku prochazi detekéni celou. Michaci okruh zabezpecuje, ze po
ptidavku vzorku je do 100 ms roztok homogenné promichan. Druhy okruh kontinualné¢ odebira
vzorky a monitoruje probihajici reakce s vzorkovanim 0,1 s az 10 min. Pfistroj je pouzivan pro
vsadkovou (,,batch®) analyzu a méfeni aktivit enzymu.

Pristroj MFS se stal zdkladem pro dalsi vyvoj, ve spolupraci s VUT Brno byl vyvinut bi-
osenzorovy analyzator toxicity (BTA) slouzici k méfeni ucinkd velmi nizkych koncentraci organo-
fosforovych sloucenin, pesticidl, bojovych ochrannych latek a toxickych karbamati. Aparat byl
vyvinut v ramci projektu ANTOPE, financovaného MPO FD-K2/53 a je patentovan ¢eskym paten-
tem °. Zadny podobny prenosny piistroj, ktery by umoziioval méfeni velmi nizkych koncentraci
toxickych latek, ve svété neexistuje. Piistroj vyuziva acetylcholinesterasu (AChE) imobilizovanou
na pracovni elektrodé AC1. V ptipadé pritomnosti toxickych organofosforovych insekticidii nebo
karbamatovych latek je mozno sledovat pokles aktivity AChE, ktery je imérny toxicité vzorku.
Ptistroj je pfenosny a je mozno jej pouzivat v polnich podminkéach napt. pro kontrolu, zda pfi oSet-
feni zemédélskych plodin insekticidy nedoslo ke kontaminaci vod.

833 PPalLP

Meéfeni s vyuzitim cel FC2 nebo FC3 vyzaduje velmi malé pritoky. Proto byla vyvinuta miniaturni
peristalticka a linearni Cerpadla (série PP a série LP). Vyznacuji se napajecim napétim 3 V (dva
monoc¢lanky) a proudem cca 100-150 mA a poskytuji pritoky 10 nl az 200 pl za minutu. Byla vy-
vinuta pro kapesni pfistroje a jsou velmi uzite¢na jako autonomni systémy, které mohou napt. ode-
birat vzorky ¢i davkovat mala mnozstvi aditiv v pribéhu chemickych technologickych procest.
Jejich velmi maly pfikon umoznuje, aby byla pouzita pro odbér vzorku v polnich podminkach
(napf. v oblasti ekologie, monitorovani Zivotniho prostfedi, analyzy pritoku, atp.).
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Obr. 8.25: Peristaltickd pumpa PP10

8.4 Specialni aplikace

Aplikace dosud uvedené v tomto textu jsou dnes vice ¢i méné¢ klasické. Firma se vSak snazi o in-
tenzivni vyzkum zejména v oblastech sméfujicich k aplikacim typu lab on chip. Vysledkem jsou
1

dvé mezinarodni patentové piihlasky. Prvni '° chrani technologii umoznujici p¥ipravu slozitych

struktur kanalti, druha ' chrani technologii ptipravy nanostrukturovanych povrchi elektrod.

8.4.1 Nanostrukturované elektrody

Jednou z velmi vyznacnych oblasti, které potencidlné mohou zabezpecit zasadni zlepSeni vlastnosti
elektrochemickych senzori, je vytvareni specialnich struktur na jejich povrchu. V projektu Mikro-
protein byly vytvofeny prvni vzorky nanostrukturovanych elektrod. Myslenka je velmi jednoducha:
Je znamo, ze odezva planarniho elektrochemického detektoru se fidi Cotrellovou rovnici, to zna-
mena, ze signal s Casem klesa. Tento pokles ptisobi problémy pfi filtraci signdlu, systém je Casove
nestabilni, dochazi k saturacim a zejména k nestabilité v pfipadé zmén ¢i vyCerpani analytu v bliz-
kosti elektrody. Na druhé stran¢ je znamo, Ze mikroelektrody velmi malych rozmért diky sférické
symetrii difuze zabezpecuji ustaleni signalu v Case. Nabizi se mys$lenka, ze pole mikroelektrod
muize vyznamnym zpisobem zvysit Casovou stabilitu odezvy elektrochemického ¢idla. Vznika tedy
idea vytvoftit pole mikroelektrod, které by mélo dostatecné velky signal, a na druhé strané by zajis-
tovalo vlastnosti mikroelektrod. Tento systém byl vytvoren, byl experimentaln¢ ovéten a bylo zjis-
téno, ze skute¢né je mozné takové elektrody piipravovat a ze existuje ¢asové okno, kde jejich ode-
zva nezavisi na ¢ase '>. Existence ¢asového okna vyplyva z podstaty d&jti na poli mikroelektrod.
V piipadé dostatecné dlouh¢ho Casu se totiz Nernstovy vrstvy, ve kterych je analyt vyCerpan, za-
¢nou piekryvat a prestoze se jedna o pole mikroelektrod, jejich chovani bude totozné jako u planar-
ni elektrody. Vysledky t&chto méfeni jsou v publikacich .

Nanostrukturované elektrody maji velky vyznam i z hlediska jinych aspektt, zejména z hle-
diska biosenzort. Ukazuje se totiz, Zze v né€kterych pifipadech miZze byt imobilizace bioaktivnich
latek na povrchu senzoru natolik husta, Ze tato imobilizovana vrstva sama o sob& vytvati velmi
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vyznamnou bariéru pro pfenos hmoty mezi aktivnimi ¢asticemi biovrstvy a elektrochemicky aktiv-
nim povrchem. Toto je zejména velmi dilezité u tzv self-assembled (samo se organizujicich) vrstev
a imunosenzort. Skute¢né imobilizaci biolatek na nanostrukturované elektrody se podatilo vyraz-
nym zptsobem zlepsit a zvysit odezvu senzoru '*.

Prace spojené s ptipravou nanostrukturovanych elektrod vyustily do nové technologie, ktera
umoznuje pfipravu pracovnich elektrod z materialt uvedenych v nasledujicim vyctu. V. mnoha
pripadech je mozZno zajistit i definovanou Cistotu pouzitého materialu (napf. Au 99,9%). Na speci-
alni pozadani jsme schopni vyrobit elektrodu z Al, Sb, Be, Bi*, Cd, Glassy carbon*, Ce, Cr, Co,
Cu, Dv, Er, Gd, Au, Hf, Ho, In, Fe, La, Pb, Li*, Lu, Mg*, Mn, Mo, Nd, Ni*, Nb, Pd, Pt, Pr, Re,
Sm, Sc, Ag, Ta, Er, Th, Tm, Sn, Ti, W, U, V, Yb, Y, Zn, Zr, Ir + slitiny, které neuvadime'.

U vyse zminénych kovi je velmi drahé minimalni objednaci mnozstvi zakladniho materialu.
Dale u kazdého kovu je nutny zakladni rozbor technologie napt. vzhledem k jeho oxidaci. Proto
nelze stanovit cenu vSeobecné a pro kazdy pfipad je nutno stanovit specialni cenu dle konkrétni
poptavky zakaznika.

Novou technologii vkladani chemicky cistych latek ma nase firma patentovanou a na rozdil
od klasického sitotisku se nejedna o levnou technologii. Pouze zakladni kovovy material elektrody
v mnozstvi na 1 000 elektrod stoji 10 az 20 tisic K¢ s tim, Ze material na tisic kust elektrod je mi-
nimalni mnozstvi, které je mozné objednat od dodavatele. Na druhé strané nova technologie nema
klasickou analogii a otevira nové moznosti ve vyvoji elektrochemickych senzor.

V piedchozim pripadé byla nanostrukturace vytvarena litograficky a v podstaté se jednalo
o naro¢nou technologii, zejména z toho divodu, Ze nanostruktura byla redlné vytvorena v jistych
dimenzich. Existuje i jiny pfistup ve vytvareni nanostruktur na povrchu elektrod, kdy cilem je vy-
tvotit porézni nebo relativné hladkou strukturu. V piipad€ porézni struktury se dosdhne vysoky
aktivni povrch pracovni elektrody a navic v pfipad¢ biosenzoru lze dosahnout, Ze bioaktivni latka
pronikne do struktury elektrody. Vytvoii se tim jednak dobré a stabilni vazba mezi mikroelektro-
dou a bioaktivni latkou, jednak reakce probiha na velkém povrchu.

Pti jinych biosenzorovych aplikacich zejména v oblasti imunosenzorid by vsak bylo na zava-
du, kdyby protilatky, které specificky reaguji na povrchu elektrody, byly uvnitt slozité struktury,
protoze tim by fakticky byly znemoznény jejich reakce. V tomto ptipad¢ je dilezité, aby povrch
byl co nejhladsi. Tyto moznosti Ize dosdhnout riznou technologii vypalu a riznym stupném sintro-
vani zrn aktivnich materialti na povrchu elektrody. Fakticky se jedna o nanomaterialy, nebot’ cha-
rakteristicka velikost zrn, které pouzivame pro vyrobu nasich senzorQ, se pohybuje mezi 100 nm
a jednim mikrometrem. Na obr. 8.26 jsou mikrofotografie platinové elektrody s porézni strukturou
a vliv vlastnosti vysokého povrchu platinové elektrody s porézni strukturou ukazuje obr. 8.27 na
kalibra¢ni kiivce, ze které je vidét reprodukovatelnost méfeni. Pro kalibraci byl pouzit peroxid
vodiku, ktery je elektrochemicky aktivni a je produktem fady enzymovych reakei.

' Pro materialy oznacené hvézdi¢kou: *Bi — velmi snadno oxiduje a je velmi me&kky, elektrody nelze snadno
a levné prepravovat; *Glassy carbon — skelny uhlik, vyznamny materil z hlediska elektrochemie pro vyuziti
v tisténych elektrodéch, je vSak nutno pouzit modifikovanou technologii; *Li - vysoce reaktivni, specialni
podminky dodani senzoru; *Mg - vysoce reaktivni, specialni podminky dodani senzoru; *Ni - nanokrystalic-
ka struktura
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Obr. 8.26: Fotografie povrchu platinové elektrody porizend elektronovym mikroskopem

Kalibraéni keivky pro peroxid vodiku
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Obr. 8.27:  Kalibracni kiivka pro peroxid vodiku

Je nesmirné zajimavé, ze fakticky linearni rozsah méfeni je 6 fadu a jestlize elektronické
zafizeni ma spolehlivé pracovat v tomto rozsahu, je nutno, aby pfevodniky pracovaly o 1 fad 1épe,
nez je dolni rozsah, a o 1 fad lépe, nez je horni rozsah. Fakticky to znamena dynamiku 8 fada. Pro
takové aplikace jiz je zasadnim problémem zajisténi elektronickych soucastek od nejjednodussich
odport, kapacitorti az po pfevodniky. Podatilo se vyfesit tyto otazky v bioanalyzatoru, jehoz efek-
tivni citlivost pfevodniku je 30 bitl bez pfepinani. Fakt, Ze tato pfesnost je dosaZena bez prepinani,
je nesmirné dulezity, nebot’ pii piepinani rozsaht dochazi k depolarizaci senzoru, coz vede k nesta-
bilit¢ signalu a zejména méereni velmi malych koncentraci a s nasledujicim méfenim vysokych kon-
centraci dochazi k problémim s vyhodnocenim signalu.
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Tento rozsah kalibracni kiivky je vysledkem spojeni optimalizované pritokové cely, speci-
alnich pfevodnikt a softwaru, ktery byl zminén o n€kolik fadkt vyse. Fakticky tyto dva vlivy zvy-
Sily citlivost elektrochemickych senzort o 2-3 tady.

Kombinaci vyse zminénych poznatkii (specidlni pfevodniky s vysokym rozliSenim, optima-
lizace pfenosu hmoty mezi povrchem senzoru, vzorkem a vhodnou strukturou elektrody) a sofisti-
kovanymi algoritmy filtrace signalu se dafi dosdhnout zlepseni. Tyto skutecnosti se nam podaftilo
prokazat, jak ve srovnavacich méfenich, tak i ve srovnani s jinymi komer¢nimi piistroji, kde nase
senzory ve spojeni s optimalizovanymi pritokovymi celami a specializovanym softwarem jsou
standardn¢ schopny méfit o 2-3 fady nizsi koncentrace.

V ptredchozim textu bylo zminéno, Ze elektrochemické senzory jsou v mnoha ptipadech mé-
n¢ robustni nez optické metody. Tato skutecnost vychazi z fyzikalnich principt a pravdépodobné ji
nelze vyteSit. Abychom alespon ¢asteéné zvysili robustnost elektrochemickych metod, vyvinuli
jsme dva pomocné piistroje, Dummy cell a testovaci senzor. Dummy cell je jednoduchy piistroj,
ktery obsahuje fadu typickych elektrochemickych odezev, které jsou vsSak realizovany cisté elek-
tronickou cestou. Odezvy jsou ptesné definovany a jsou Casové nemeénné. UZivatel si mize ovérit,
zda jeho ptistroj spravné vyhodnocuje polarografickou vinu ¢i zda jsou spravné nastaveny pievod-
niky pfistroji, nebo Ze nejsou poskozeny nekteré hladiny prevodnikti. Testovaci senzor je geomet-
ricky zcela totozny se senzorem ACI, jeho odezva je vSak vytvorena elektronickou cestou. Je-li
vlozen do systému misto elektrochemicky aktivniho senzoru ACI1, je mozno zkontrolovat vlivy
ruseni, svody, zvlhnuti kontaktd, svody zpisobené povrchovymi proudy a fadu dalsich vlivi, které
mohou ovlivnit namétfeny signal pti jeho pfenosu od mista méfeni k mistu vyhodnoceni. Nestan-
dardni odezva zptisobena vysSe zminénymi vlivy se ¢asto velmi obtizné odhaluje.

Podékovani

V zavéru zbyva podekovat fadé spolupracujicich firem, organizaci a vysokych skol:

Ve spolupraci s VUT Brno byl fesen ptistroj BTA pro stanoveni pesticidd v ramci projektu MPO —
Antope.

V dlouholeté spolupraci s VTUO byly vyvijeny senzory pro detekci nervové paralytickych latek.

Ve spolupraci se slovenskou AV v Bratislavé byly pfipraveny specidlni senzory mikroeletronicky-
mi technologiemi na Si. Tato spoluprace pokracuje s cilem technologicky zlepsit metody kombinu-
jici elektrochemické senzory s optickymi metodami.

Ve spolupraci s firmou eDAQ jsou rozpracovany nové elektrochemické metody.

Ve spolupraci v ramci projektu Mikroprotein s vyzkumnym centrem Demokritos v Aténach byly
vyfeseny metody fotolitografického nanaseni bioaktivnich latek .

Ve spolupraci s univerzitou v Pardubicich byly pfipraveny senzory obsahujici bismut a specialni

grafitové elektrody '®'7 %17,

Ve spolupraci s Mikrobiologickym tstavem v Praze byly vytvoieny senzory s optickou stimulaci

pro detekci herbicidi **2'.

Vice nez 15 let spolupracujeme s Masarykovou univerzitou v Brné s profesorem Macholanem

a doc. Skladalem. V této spolupréci byla vytvotena fada novych elektrochemickych senzora ** '

Ve spolupraci s firmou BST se podilime na vyvoji senzorti pro detekci mikroorganismi v potravi-
natrském primyslu.
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Vysledky nasi prace byly podpofeny fadou projekti narodnich i mezinarodnich. Zejména je

to projekt TECHNOS (TC-5-119), IBIS (FT-TA/089), ANTOPE (FD-K2/53), z mezinarodnich
projekti BIOMEDNANO (NMP4-CT-2006-017350), MIKROPROTEIN (G5RD-CT-2002-00744),
INTELLISENS (QLK3-CT-2000-01481).
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9. ELEKTROCHEMICKE DNA-BIOSENZORY.
ANALYZA NUKLEOTIDOVYCH SEKVENCI, MUTACI
A POLYMORFISMU

doc. RNDr. Miroslav Fojta, CSc.
Biofyzikalni ustav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
fojta@ibp.cz

9.1 Uvod

Hybridizaci DNA (obecné nukleovych kyselin, NK) se rozumi tvorba dvousroubovice DNA (RNA,
hybridu RNA*DNA ¢i kterékoliv z pfirozenych NK s jejich syntetickymi, chemicky modifikovanymi
analogy) ze dvou komplementarnich vlaken. Jedna se v podstaté¢ o jev, ktery poprvé popsal
v Sedesatych letech minulého stoleti J. Marmur [1] jako ,renaturaci“ DNA. Komplementarni poly-
nukleotidova vlakna, ktera tvoii dvousroubovici ,,nativni DNA, lze od sebe odd¢lit napiiklad zahia-
tim; tento proces se oznacuje jako denaturace DNA. Za vhodnych podminek muiize prob&hnout
i proces opacny: komplementarni vlakna dvouSroubovici opét vytvoii — dojde k ,,renaturaci® (obr.
9.1A). O ,hybridizaci® nebo ,,molekularni hybridizaci obvykle hovofime v pfipadé analytického
vyuziti tohoto jevu, ktery patii mezi fundamentalni principy, na nichz jsou zaloZzeny metody soucasné
molekularni biologie, vcetné jejich aplikaci v medicing, agrobiologii a dalSich praktickych oblastech.
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Obr. 9.1:  (A) Schéma denaturace a renaturace DNA. (B) Hybridizace cilového vidkna DNA
s komplementdrni sondou zakotvenou na povrchu

Techniky molekularni hybridizace vyuzivaji specificky usek NK (hybridiza¢ni sondu)
o znamé sekvenci bazi k detekci komplementarniho vlakna DNA nebo RNA. Hybridiza¢ni sonda
muze byt piipravena bud’to synteticky (chemickou cestou), nebo technikami molekularni biologie
(klonovanim urcitého iseku DNA do bakterialnich plasmidii, amplifikaci fragmentlii DNA pomoci
polymerasové fetézové reakce — PCR, in vitro transkripci pro piipravu sond RNA apod.). Vystavi-
me-li za vhodnych podminek sondu analyzovanému vzorku, ve kterém je pfitomno komplementar-
ni cilové vlakno NK, dojde k vytvotreni dvousroubovice, tedy k hybridizaci mezi sondou a cilovym
vlaknem. Z praktickych divodi je vyhodné jeden z hybridizujicich fetézcti (sondu nebo cilovou
DNA) imobilizovat na n&jakém povrchu (obr. 9.1B). Tim se usnadni oddéleni vzniklého hybridu od
ostatnich slozek vzorku, nenavazanych molekul sondy apod., coz je obvykle podminkou pro dosa-
zeni dostatecné citlivosti a selektivity (tj. odliSeni hledaného iseku DNA od ostatnich, jichz mtze
byt ve vzorku obrovsky nadbytek). Vybér povrchu pro hybridizaci DNA zavisi na tom, jakou me-
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todou bude tvorba hybridu detegovana. Muze to byt nitrocelulosova nebo nylonova membrana (na
ni se obvykle pfenaseji, ,,blotuji* [2], fragmenty DNA separované elektroforézou v agarosovém
gelu a pro detekcei se vEétSinou pouzivaji radioaktivni znacky), sklenéna desticka (v ¢ipovych analy-
zatorech, kde se vyuziva optické detekce), magnetické mikrocastice (ty se osvédcily jako vyborny
nastroj pro prekoncentraci a separaci nejen specifickych DNA a RNA, ale také proteinti a dalSich
biomolekul), nebo elektroda (ktera se po zakotveni hybridiza¢ni sondy stava elektrochemickym
biosenzorem pro hybridizaci DNA).

Vyzkum a vyvoj elektrochemickych biosenzord pro analyzu nukleotidovych sekvenci, vcet-
n¢ detekce mutaci a sekvencnich polymorfismti v uréitych mistech genomu, se v uplynulém deseti-
leti t&Sila mimotadné pozornosti (piehledné [3-12]). Piedpoklada se, Ze by zafizeni pracujici na
elektrochemické platformé mohla v blizké dobé doplnit a v nékterych ptipadech i nahradit zatrizeni
opticka (obvykle vyuzivajici fluorescence), ktera jsou dominantni v souc¢asnych metodikach vyuzi-
vanych v oblasti genomiky, studia genové exprese na urovni RNA a molekularni diagnostiky vy-
chazejici z té€chto principi. Vyhodou elektrochemické detekce by vedle vysoké citlivosti mély byt
relativné nizké naklady, coz by mohlo pfispét k rozsifeni téchto technik mimo specializovana v¢-
decka pracoviste a velké kliniky napt. do béznych 1ékarskych ordinaci. Existuji snahy o vyvoj zafi-
zeni typu ,, lab-on-chip** (laboratof na Cipu), které by po aplikaci naptiklad kapky krve pacienta
automaticky provedly sérii krokti (izolace DNA, jeji amplifikace pomoci PCR, hybridizace DNA
a jeji detekce) vedouci k jednodusSe interpretovatelnému signalu asi tak, jak v soucasnosti funguji
glukosové senzory (které¢ ovsem pracuji na jednodussim principu).

9.2 Elektrody modifikované hybridiza¢ni sondou jako elektrochemické
biosenzory

Biosenzorem se obecn¢ rozumi zafizeni sestavajici z biorekogni¢niho prvku (rozpoznavaci nebo
»Citlivé™ vrstvy), ktery specificky interaguje s molekulami pfislusného analytu, a z prevodniku
signalu, ktery probéhnuvsi interakci pfevadi na méfitelny signal (podrobnéjsi definici biosenzort
1ze nalézt v jinych kapitolach téchto skript). V ptipadé elektrochemického biosenzoru pro hybridi-
zaci DNA je biorekogni¢nim prvkem hybridizac¢ni sonda, analytem komplementarni cilové vlakno
a prevodnikem signalu pracovni elektroda, na jejimz povrchu je sonda imobilizovana. Konstrukce
funkéniho elektrochemického biosenzoru pro hybridizaci DNA zahrnuje nékolik nezbytnych kro-
ka: (a) vybér pracovni elektrody, (b) imobilizaci sondy (véetné¢ vhodné modifikace této sondy
a upravy povrchu elektrody), (c¢) blokovani neobsazeného povrchu elektrody proti nespecifické
adsorpci nespecifické DNA a dalSich latek Zptisob imobilizace sondy a procedury s tim souvisejici
jsou ovlivnény jednak typem (materialem) pracovni elektrody, jednak zvolenou detekéni strategii
(viz dale). Podrobngji se touto problematikou zabyva fada nedavno publikovanych piehlednych ¢lan-
ki a kniznich kapitol (napf. [4, 6, 11, 12]), zde se zamé&fime pouze na nékolik typickych prikladd.

9.2.1 Imobilizace hybridiza¢nich sond na elektrodach

Patrné nejrozsitenéjSimi typy elektrod v oblasti elektrochemické detekce hybridizace DNA jsou
elektrody zlaté a uhlikové. Zakotveni hybridiza¢nich sond na zlatych elektrodach je zalozeno na
interakci thiolovych skupin kovalentn€ navazanych na jednom z konct syntetickych oligonukleoti-
di (ON) s povrchem zlaté elektrody (chemisorpce siry na zlat€). Vyhodou této techniky je oriento-
vané zakotveni sondy — ta je navazana na elektrodé jednim koncem, za vhodnych podminek je ori-
entovana vicemén¢ kolmo na povrch a jeji zbytky bazi tak mohou snadnou interagovat se svymi
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protéjsky v cilovém vlakné. Podrobné studie vrstev ON na zlatych elektrodach ukazaly, ze pro
dosazeni optimalniho citlivosti detekce hybridizace DNA je nutno spravné ,,nastavit* hustotu mo-
lekul sondy na povrchu (je-1i molekul sondy piili§ malo, citlivost je nizka pro maly pocet zachyce-
nych cilovych vlaken; je-li hustota sondy naopak pfili§ vysoka, je vytézek hybridizace ze steric-
kych divodi nizky) [6, 11]. Optimalniho pokryti elektrody sondou 1ze dosahnout pomoci derivati
thioalkanti (napt. 6-merkapto-1-hexanolu), které ,,mezi“ zakotvenymi ON vytvoii samoorganizo-
vanou vrstvu a kromé zadouciho ,,nafedéni* sondy zajisti i blokovani povrchu elektrody proti ne-
specifické adsorpci.

Na uhlikovych elektrodach lze imobilizovat DNA jednoduse pomoci fyzikalni adsorpce
(zplsob osveédcéeny pro elektrody z pyrolytického grafitu, pastové elektrody a elektrody tiSténé
technikou ,,tlusté vrstvy*) . PiestoZze tento zpasob nezajistuje specifickou orientaci zakotveného
vlakna (adsorbované molekuly DNA na povrchu obvykle ,,lezi*), hybridizacni senzory pfipravené
timto zptsobem jsou funkc¢ni. Jejich nevyhodou je relativni nestabilita (maze dojit k desorpci ad-
sorbovaného vlakna, resp. k jeho vymén¢ za molekulu NA z roztoku, aniz dojde k hybridizaci)
a tudiz je jejich vyuziti prakticky omezeno na experimenty vyuzivajici kratké ¢asy hybridizace pti
nizké teploté. Na druhou stranu se jedna o velmi jednoduchy a levny zptisob imobilizace DNA na
elektrodé, vhodny zejména pro ,,obracené” usporadani, kdy je na povrch elektrody adsorbovana
ptimo cilova DNA a ta je (po zablokovani ,,volného* povrchu elektrody napt. mléénymi proteiny
nebo hovézim serumalbuminem) hybridizovana se znacenou sondou [13]. Adsorbovat DNA na
povrch uhlikové elektrody lze i z denaturujiciho prostfedi (napi. 0,2M-NaOH), ¢ehoz lze vyuzit pro
ucinnou separaci feté€zcil ptirozenych cilovych DNA (napt. amplifikovanych pomoci PCR).

Kovalentniho zakotveni sondy na uhlikovych elektrodach lze dosahnout napt. vyuzitim deri-
vatl karbodiimidu, ktery zprostfedkuje vazbu mezi aminoskupinami DNA a funkénimi skupinami
na povrchu elektrod (napf. elektrochemicky generované karboxylové skupiny). Za vhodnych pod-
minek lze takto imobilizovat jakékoli NK (i nemodifikované), protoze piislusné funkéni skupiny se
nachazeni v jejich bazich. Nahodné zakotveni sondy pfes aminoskupinu na zbytku baze uvnitt
nukleotidové sekvence, ktera ma rozpoznat sekvenci cilového vlakna, je vsak z hlediska funkénosti
které se na aktivovany povrch elektrody navazou orientovan¢€ a mohou ucinné hybridizovat s cilo-
vou DNA. Analogickym zpiisobem lze zakotvit hybridizacni sondy na uhlikovych elektrodach
modifikovanych derivaty silanu nesoucimi vhodné reaktivni skupiny, vodivymi polymery (elektro-
polymerizovany pyrrol) apod. Stejnym zplisobem byly pro ucely vyvoje hybridizacnich senzort
vyuzity i jiné elektrodové materialy, napt. cinem dopovany oxid indity (ITO) [10].

Rtutové a amalgamové elektrody dosud nebyly jako pfevodniky signalu v elektrochemic-
kych biosenzorech pro hybridizaci DNA vyuzivany (nasly v§ak uplatnéni v tzv. ,,dvoupovrchovych
siln€ ovlivnéno jeji strukturou a Ze pomoci voltametrie na rtutovych a amalgamovych elektrodach
1ze nejen odlisit jednofetézcovou a dvouretézcovou DNA, ale rozpoznat i malé zmény v konforma-
ci dvoufetézcové DNA [8, 14, 15]. Vysoka citlivost ke struktufe DNA souvisi se silnou adsorpci
hydrofobnich zbytki bazi na rtut’. Na druhou stranu velka afinita bazi ke rtuti znemoziuje tvorbu
duplexu (hybridizaci) DNA piimo na rtutové elektrodé. Nedavné vysledky vsak ukazuji, ze ON
modifikované thiolovou skupinou Ize na rtutovych elektrodach orientovan¢ imobilizovat podobné
jako na zlaté (viz vySe); oproti zlatym elektrodam je tento proces dokonce rychlejsi [16]. Tim se
oteviraji nové moznosti vyuziti rtutovych, a pravdépodobné zejména pevnych amalgamovych elek-
trod pfi analyze hybridizace DNA, interakci DNA s proteiny a podobné.
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9.2.2 Detekéni principy vyuZivané v elektrochemickych biosenzorech pro hybridi-
zaci DNA

Po vystaveni elektrody s imobilizovanou sondou (nebo s cilovou DNA) zkoumanému vzorku cilo-
vé DNA (nebo hybridiza¢ni sondé v roztoku) dojde na povrchu elektrody k vytvoteni duplexu za
pfedpokladu, ze jsou nukleotidové sekvence obou vlaken vzajemné komplementarni. V tomto
okamziku zbyva jediné — zjistit, zda k hybridizaci doslo, ptipadné kvantifikovat mnozstvi vzniklé-
ho duplexu. K tomu je zapotiebi zvolit vhodnou detekéni metodu (v nasem piipadé elektrochemic-
kou). V literatute (ptehledné [3-8, 10-12]) Ize nalézt fadu detekénich principl a experimentalnich
uspotradani, z nichZ nejrozsifengjsi jsou zminény v nasledujicich odstavcich.

9.2.2.1 Vyuziti vlastni elektrochemické aktivity DNA.

Je znamo, Ze DNA je elektrochemicky aktivni latka diky ptitomnosti redukovatelnych nebo oxido-
vatelnych zbytkt bazi [7, 8]. Vyuzit vlastni elektrochemické signaly DNA pfi detekci hybridizace
je mozné, pokud se sonda a cilové vlakno vyrazné lisi v obsahu nékteré z nich. Nejcastéji (a v pfi-
padé hybridizace DNA dosud téméf vyhradné) vyuzivanym elektrochemickym signalem DNA je
signal odpovidajici elektrochemické oxidaci guaninu (bud’ ptimé, nebo zprostfedkované vhodnymi
mediatory, nejcastéji komplexy ruthenia [10]). Vyrazna asymetrie v obsahu guaninu je v§ak u ob-
vyklych genomovych nukleotidovych sekvenci, zejména téch, které jsou odvozené z kodujicich
oblasti gentl, vzacna. Tuto obtiz Ize obejit nahrazenim zbytkd guaninu v hybridiza¢ni sondé hypo-
xanthinem (obr. 9.2a), tj. derivatem purinu, ktery se podobné jako guanin paruje s cytosinem, ale
neposkytuje prislusny elektrochemicky signal (ani neni oxidovatelny rutheniovym mediatorem).
Pokud se signal odpovidajici guaninu objevi, znamena to, ze doslo k hybridizaci ,,bezguaninové*
sondy s cilovym vlaknem obsahujicim guanin.

9.2.2.2 Impedanéni méfeni

Tato technika vyuziva zmén vlastnosti elektrodové dvojvrstvy v dusledku tvorby duplexu DNA.
Elektroda modifikovana jednotetézcovou DNA je charakterizovana jinou diferencialni kapacitou,
nez elektroda nesouci na svém povrchu hybridni duplex. Pro monitorovani zmén hustoty negativ-
niho naboje na povrchu elektrody, ktery tvorbu duplexu DNA nutné doprovazi, lze té€z vyuzit mé-
feni redoxnich signalti anionickych depolarizatorti (hexakyanozeleznatan/ hexakyanozelezitan).

9.2.2.3 Elektroaktivni (,,redoxni‘) indikatory

Tento pristup vyuziva elektrochemicky aktivnich latek, které se vazou na duplex DNA s vyrazné
vys$$i afinitou nez na jednofetézcovou DNA. Takovych latek existuje fada a zahrnuji tzv. interkala-
tory (planarni aromatické molekuly, které se vmezetuji mezi pary bazi v DNA, obr. 9.2b) a latky
vazajici se do malého nebo velkého zlabku dvousroubovice. Pokud je na povrchu elektrody pii-
tomna dvoufetézcova DNA, projevi se to zvySenim signalu interkalatoru v dusledku jeho akumula-
ce ve vrstvé duplexu [17]. LepSich vysledkil nez s jednoduchymi interkalatory bylo dosazeno s tzv.
bisinterkalatory, které obsahuji dvé interkalujici se skupiny kovalentné spojené prostfednictvim
linkeru o vhodné délce. Takovéto latky se vazou na duplex DNA s vétsi afinitou a umoznuji lepsi
rozliSeni hybridu od jednofetézcové sondy.
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Obr. 9.2:  Nékteré principy vyuZivané pii vyvoji elektrochemickych senzorit pro hybridizaci DNA

(a) sonda zakotvena na povrchu elektrody obsahuje misto zbytkd guaninu zbytky hy-
poxanthinu (I = inosin, tj. nukleosid hypoxanthinu); tvorbu hybridu s cilovou DNA
obsahujici guanin je mozno sledovat na zakladé méfeni specifického signalu této baze;
(b) vznik duplexu na povrchu elektrody je detekovan pomoci signala latek, které se-
lektivné interaguji s ds DNA (napf. interkalatory); (¢) cilové vlakno je kovalentné mo-
difikovano elektrochemicky aktivni skupinou; (d) na povrchu elektrody je vytvofen
molekulami ,,sendvic® z imobilizované sondy, cilového vldkna a druhé, signalni son-
dy; (e) elektrochemicky ,,molekularni majak*

9.2.2.4 Vyuziti elektroaktivnich nebo enzymovych znacek

Kovalentni navazani vhodné znacky na jeden z hybridizujicich fetézcti (na cilovou DNA nebo,
v piipad¢ ,,obraceného’ usporadani, kdy je na povrchu elektrody imobilizovana cilovd DNA, na
signalni sondu) (obr. 9.2¢) umoziuje tyto fetézce od sebe spolehlive odlisit bez ohledu na jejich
nukleotidové slozeni (viz 9.2.2.1) a tim i rozhodnout, zda doslo na povrchu elektrody k hybridizaci
DNA. Znacit DNA a jeji slozky lze elektrochemicky aktivnimi skupinami (napf. ferrocenem, kom-
plexy oxidu osmicelého [18], komplexy dvojmocného osmia nebo ruthenia [19] apod.) nebo enzy-
my katalyzujicimi konverzi inaktivniho substratu na elektrochemicky aktivni produkt (nejcastéji
peroxidasou nebo alkalickou fosfatasou [13, 20]).

9.2.2.5 ..Sendvi¢ova“ (dvoukrokova) analyza vyuzivajici zna¢enych signalnich sond

Pti tomto pfistupu je cilové vlakno DNA nejprve hybridizovano se sondou zakotvenou na povrchu
elektrody (ta byva oznaCovana v anglické literatuie jako capture probe) a poté s druhou, signalni
sondou (reporter probe), ktera je komplementarni k jinému tseku cilového vldkna (obr. 9.2d). Sig-
nalni sonda mize opét byt znacena elektrochemicky aktivni skupinou nebo enzymem [20].

9.2.2.6 Elektrochemicky molekuldrni majak

Na povrchu elektrody je za jeden konec zakotvena sonda, kterd v nepfitomnosti cilového vlakna
zaujima strukturu vlasenky [4, 6, 21]. Na druhém konci molekuly sondy je navazana elektroche-
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micky aktivni znacka (napt. ferrocen). Pokud je sonda ve formé vlasenky, znaCka se nachazi
v blizkosti povrchu elektrody a poskytuje elektrochemicky signal. V ptitomnosti cilového vlakna se
vytvori linearni duplex, tim se znacka od elektrody oddali a signal zmizi. Oznaceni ,,molekularni
majak ma ptvod v analogickych technikach zaloZzenych na méteni fluorescence, kdy na jednom
konci oligonukleotidu tvoficiho vlasenku je navazan fluorofor a na druhém zhase¢ (vlasenkova
forma, ve které jsou oba konce blizko sebe, pak ,,nesviti“ a linearni duplex ,,sviti®).

9.2.3 ,,Signal on“ a ,,signal off* odpovéd’ na hybridiza¢ni udalost

Elektrochemicky molekularni majak v t€ podobé, v jaké je zminény v pfedchozim odstavci, se od
ptedchozich technik lisi tim, ze odpovedi na hybridizacni udalost zde neni vznik (¢i zesileni), ale
vymizeni méfeného signalu. To je urcita nevyhoda této jinak bezesporu elegantni techniky. Expe-
rimentalni usporadani, pfi kterém negativni odpovéd’ odpovida nulovému signalu a méfitelny sig-
nal se objevi po probéhnuvsim sledovaném dé&ji (dojde k ,,zapnuti“ signalu, ,,signal on*), je obecné
vyhodnéjsi nez uspotadani, pti kterém v dasledku sledovaného déje signal mizi (,,vypnuti® signalu,
»signal off*). ,,Signal on“ umoziuje sledovat nizké vytézky dané reakce (hybridizace DNA, t;.
vytvoreni duplexu DNA jen z malé frakce molekul sondy) diky tomu, ze srovnavame nenulovy
(tfebaze v absolutni hodnoté maly) signal s nulovym (obr. 9.3). Naproti tomu v ptipad¢ ,,signal off*
odpovédi nelze spolehlive rozlisit ¢astecny pokles ptivodné intenzivniho signalu, pokud nepfesahne
relativni chybu méfeni. V literatufe Ize nalézt fadu navrha elektrochemickych hybridizacnich tech-
nik, které jsou zaloZzeny na méfeni poklesu signalu (napf. techniky vyuzivajici methylenové modfi
jako redoxniho indikatoru, ktery se dle nékterych autor vaze selektivné nikoli na dvoufetézcovou,
ale na jednofetézcovou DNA); jejich prakticka vyuzitelnost v realné situaci je nékdy ovSem proble-
maticka. Technika elektrochemického molekularniho majaku se v literatuie objevila i v jinych ver-
zich nez je nejjednodussi varianta v obr. 9.2e, z nichz nékteré poskytuji odpovéd’ typu ,,signal on“ na
hybridizaci DNA nebo na interakci zakotvené nukleové kyseliny (aptameru) s proteinem [22].
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»Signal on »signal off*
ﬂ\\ ----------- bez hybridizace
II \\ — — — 100 % vytéZek hybridizace

20 % vytéZek hybridizace

Obr. 9.3: ,Signal on“ a ,,signal off* odpovéd’ na hybridizaci DNA.

9.3 Dvoupovrchové elektrochemické techniky

Biosenzory sestavajici z hybridiza¢ni sondy zakotvené na povrchu elektrody se z praktického hle-
diska jevi jako optimalni, protoze pro uZzivatele jednoduché feseni. Jakmile je senzor vyroben, staci
jej ponofit do zkoumaného vzorku za podminek ptiznivych pro hybridizaci DNA, poté ,,odmyt*
nespecificky adsorbované slozky vzorku a provést elektrochemické méfeni. Na tirovni kratkych
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modelovych syntetickych oligonukleotidii vSechny techniky zminéné v casti 9.2 skutecné takto
idealn¢ funguji. Realné vzorky DNA (obvykle jde o tseky genomovych DNA amplifikované po-
moci PCR) v8ak byvaji vyrazné delsi nez hybridiza¢ni sonda a jsou ptirozené dvouietézcové. Tim
se situace komplikuje: vzorek obsahuje nadbytek nekomplementarnich DNA (vzdy pfinejmenSim
useky cilového vlakna lemujici sekvenci rozpoznavanou sondou a komplementarni vlakno, které je
potieba pied hybridizaci od cilového vlakna oddé¢lit tepelnou denaturaci) a dalSich necistot (slozky
reakéni smési, nezreagované deoxynukleosidtrifosfaty a primery, DNA polymerasy a dalsi protei-
ny), které se mohou nespecificky adsorbovat na povrch elektrody a znesnadiiovat hybridizaci. To
Casto vede ke snizeni citlivosti i selektivity analyzy. Ukazalo se, ze pfinejmensim v nékterych pfi-
padech 1ze lepsich vysledkli dosahnout oddélenim hybridizace DNA od elektrochemické detekce
tim, ze se tyto dva kroky provedou na dvou riznych povrsich (viz obr. 9.4) [6, 12, 23]. Pro hybridi-
zaci DNA je vyhodné vyuzit magnetické nosice (mikrocastice z paramagnetického materialu) ne-
souci piislusny biorekogni¢ni prvek (v naSem ptipadé hybridiza¢ni sondu, ale mohou byt modifi-
kovany i jinymi biomolekulami, napf. streptavidinem, protilatkami nebo proteiny, na které se proti-
latky specificky vazou, apod.). Ty jsou komeréné dostupné a v oblasti bioanalyzy ¢asto vyuZzivané.
Magnetické Castice maji ve srovnani s béznou pracovni elektrodou velky souhrnny povrch, ktery
umoziuje zachytit vyrazné veétsi mnozstvi cilové DNA. Pomoci magnetu je 1ze oddélit od roztoku
a opakovanym promytim ve vhodném prostredi zbavit vSech nezadoucich slozek, v¢etn¢€ nespeci-
ficky adsorbovanych nukleovych kyselin. Poté je mozné hybridizované cilové DNA nebo sondy
z magnetického nosic¢e odd¢lit a stanovit je pomoci libovolné elektrody a elektrochemické techni-
ky, nebo zvolit jinou detekéni strategii, jejiz vybeér lze do znacné miry podiidit vlastnostem cilové
DNA a typu informace, kterou o ni chceme ziskat. Ve srovnani s ,,jednopovrchovymi“ senzory
diskutovanymi v ¢asti 9.2 Ize tyto ,,dvoupovrchové® techniky snaze optimalizovat, protoze magne-
tické kulicky nemusi mit vlastnosti pracovni elektrody vhodné pro elektrochemickd méfeni, a nao-
pak povrch pracovnich elektrod neni nutné specialn¢ upravovat pro hybridizaci DNA. V tomto
pripad¢ nejde o biosenzory ve smyslu ,biorekogni¢ni prvek spojeny s prevodnikem®; jedna se
v podstaté o kombinaci jednoduché separacni metody (svého druhu vsadkové afinitni chromatogra-
fie) s ,,off-line” elektrochemickou detekci. Na druhou stranu pfistupy zaloZzené na magnetickych
mikroc¢asticich mohou byt kombinovany s mikrofluidikou a Ize si pfedstavit vyuziti této technolo-
gie v zafizenich typu ,, lab-on-chip .

9.3.1 Detekéni principy vyuZivané ve spojeni s dvoupovrchovymi technikami

Ve srovnani s ,,jednopovrchovymi® elektrochemickymi biosenzory pro hybridizaci DNA je vybér
detekcnich technik aplikovatelnych ve spojeni s magnetickou separaci Sir§i. Pfi vlastnim méfeni
neni nutno zachovat podminky zajistujici stabilitu duplexu (jak je ukazano dale, dokonce je mozno
zachycenou a separovanou cilovou DNA rozlozit — hydrolyzovat — a stanovit jeji monomerni sloz-
ky), coz usnadiiuje hledani optimalnich podminek detekce a dosazeni vysoké citlivosti. V nasledu-
jicich odstavcich jsou uvedeny nékteré typické ptiklady elektrochemickych detekénich technik
vyuzivanych v dvoupovrchové strategii.

9.3.1.1 Stanoveni purinovych bazi uvolnénych ze separovaného cilového viakna

Pti této metod€ je po hybridizaci a separaci DNA na magnetickém nosici cilové vlakno DNA oddé-
leno (obr. 9.4B) a inkubovano s kyselinou chloristou. Tim dojde k jeho depurinaci (uvolnéni puri-
novych bazi diky hydrolyze N-glykosidickych vazeb). Volné purinové baze lze detegovat s velmi
vysokou citlivosti pomoci rozpoustécich voltametrickych technik. Pfitom lze vyuzit bud’ tvorby
nerozpustnych komplexd s ionty rtuti (vzniklych anodickou oxidaci rtuti z materialu rtutovych
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nebo stiibrnych amalgamovych elektrod), které lze stanovit pomoci katodické rozpoustéci volta-
metrie [7, 14], nebo komplexti s méd’nymi ionty. Ty je mozno generovat elektrochemicky redukci
médnatych iontl z roztoku, nebo oxidaci médi z médéné amalgamové elektrody [24]. Komplexy
purinti s méd’nymi ionty lze stanovit jak na elektrodach rtutfovych ¢i amalgamovych (obvykle se
méii signal odpovidajici redukci Cu™ na Cu®), tak na elektrodach uhlikovych (v tomto piipadé byla
vyuzita oxidace Cu" na Cu*). V diisledku tvorby komplexti s ionty médi navic dochazi k vyrazné-
mu zesileni oxida¢nich signalti guaninu a adeninu [25]. Techniky zaloZzené na stanoveni purind jsou
ptirozené vhodné zejména pro analyzu DNA bohaté na purinové zbytky, a zvlasté pro detekci
dlouhych fragmentd DNA (¢im je molekula delsi, tim vice purinovych bazi je ,,zachyceno pii
kazdé jednotlivé hybridiza¢ni udalosti).
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Obr. 9.4:  Piiklady elektrochemickych ,,dvoupovrchovych* technik detekce hybridizace DNA

(A), cilové vlakno DNA je zachyceno na magnetickém nosici s imobilizovanou son-
dou. Timto zptsobem je mozno cilovou DNA ucinné separovat od vSech nespecific-
kych slozek ptivodniho vzorku (nekomplementarni DNA a RNA, proteiny) a piedkon-
centrovat pro naslednou elektrochemickou analyzu. Tuto proceduru lze kombinovat s
riznymi detekénimi technikami, napt.: (B) stanoveni zachycené cilové DNA zalozené
na jeji castecné kyselé hydrolyze a detekci purinovych bazi rozpoustécimi voltamet-
rickymi metodami; (C), vyuziti signalni sondy znacené elektrochemicky aktivni sku-
pinou (napt. Os,L). (D) vyuziti signalni sondy znacené enzymem pieménujicim inak-
tivni substrat na elektrochemicky aktivni produkt

9.3.1.2 Znaceni cilové DNA komplexy oxidu osmic¢elého (Os,L).

Tato metoda je vhodna zejména v piipadech, kdy tisek cilového vlakna tvofici duplex se sondou na
povrchu magnetického nosice neobsahuje pyrimidinové (nebo alespont thyminové) nukleotidy,
zatimco okolni tseky je obsahuji [20]. Purinové baze totiz s Os,L (napt. komplex OsOy s 2,2°-bipy-
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ridinem) prakticky nereaguji, takze modifikaci DNA témito komplexy neni narusena schopnost
homopurinovych usekt tvofit duplex. Naopak modifikaci pyrimidinovych bazi v okolnich usecich
cilového vlakna dochazi k zavedeni elektrochemicky aktivnich znacek (opét: ¢im je délka téchto
LHlemujicich® sekvenci v cilovém vlakné vétsi, tim vice skupin poskytujicich elektrochemicky sig-
nal mize byt navazano, coz vede ke zvyseni citlivosti analyzy), které lze snadno a citlivé stanovit
na HMDE, amalgamovych i uhlikovych elektrodach.

9.3.1.3 Signalni sondy kovalentné znacené elektroaktivnimi skupinami

Tuto techniku (obr. 9.4C) lze vyuzit v ,,sendviCovém* uspofadani podobné, jak bylo ukazano vyse
u ,,jednopovrchovych® biosenzort (s tim rozdilem, ze hybrid ,,imobilizovana sonda-cilové vlakno-
signalni sonda“ je vytvofen na magnetickém nosici). Jako elektrochemickou znacku lze opét s vy-
hodou vyuzit Os,L [18]. Signalni sonda je v tomto pfipad¢ navrzena tak, ze specificka sekvence
tvotici hybridni duplex je zakoncena usekem oligo(T), na ktery se kovalentné navazou osmiové
znacky (Cim je tento Usek delsi, tim vice znacek sonda nese, coz vede ke zvyseni citlivosti). Po
separacnich krocich a disociaci navazanych molekul z magnetického nosice 1ze osmiové znacky
stanovit podobn¢ jako v pfedchozim piipad€. Ve srovnani s pfimym znacenim cilového vlakna je
tato technika flexibilngj$i a neni omezena na homopurinchomopyrimidinové cilové sekvence (zna-
¢eni signalnich sond Ize snadno provést tak, aby pfi reakci s Os,L byl specificky usek sondy chra-
nén [18]). Dalsi vyhodou znaceni hybridizac¢nich sond Os,L je snadna proveditelnost této metodiky
v bézné biochemické laboratofi, protoZe reakce DNA s Os,L probiha ve vodnych roztocich za fyzi-
ologickych podminek. K ptipravé znacené sondy tedy staci zakoupit relativné levné ON slozené
z béznych, nemodifikovanych bazi, a ty dle potfeby modifikovat. Neni nutno pofizovat fadové
nakladnéjsi znacené ON (napi. ferocenem), pro jejichz piipravu je nutno disponovat vybavenim
a zkuSenostmi z oblasti organické syntézy. Os,L Ize vyuZit i pro ,,vicebarevné* znaceni sond (viz
3.1.6). Pomoci signalnich sond je mozZno stanovit pocet kopii opakované sekvence (viz ¢ast 9.4.2).

9.3.1.4 Signalnich sondy znaéené enzymy

Znaceni biomolekul enzymy je vyhodné diky tomu, Ze zajistuje amplifikace signalu (jedna mole-
kula enzymu muize katalyzovat pfeménu velkého mnozstvi molekul vhodného substratu na elektro-
chemicky aktivni indikator, ktery je pak elektrochemicky stanoven). Enzymovou znacku lze nava-
zat na signalni sondu pomoci biotin-(strept)avidinové technologie [13, 20] (pouzije se signalni
sonda koncové znacend biotinem a konjugat pfislusného enzymu s avidinem nebo streptavidinem;
pro enzymy bézn¢ vyuzivané v bioanalyze, jako jsou peroxidazy nebo fosfatdzy, jsou takovéto
konjugaty komercné dostupné). Na rozdil od vyse popsanych piistupti neni v tomto piipadé nutné
hybridizovanou DNA z povrchu nosi¢e uvoliovat, staci magnetické kulicky i s celym molekularnim
»sendvicem* (vcetn€ navazaného enzymu) pienést do roztoku substratu, nechat probéhnout enzymo-
vou reakci a vznikly elektrochemicky produkt pak stanovit (obr. 4D).

3.1.5 Znaceni DNA pomoci mikro¢astic nebo nanodastic

Jde o moderni piistup, ktery byl v poslednich letech usp€sné rozvinut (mimo jiné) rovnéz v kombi-
naci s magnetickou separaci (pfehledné [4, 6, 23]). Aplikace mikrocastic a nanocastic zajist'uje
vysokou citlivosti detekce v disledku znaceni kazdé molekuly sondy nebo cilové DNA vétsim
poctem elektrochemicky aktivnich molekul nebo atomti (tvoficich pfislusnou ¢astici). Na konec
jednoho vlédkna tvoticiho hybrid (cilova DNA nebo signalni sonda) se vhodnym zptisobem navaze
nanocastice, napf. zlatd nebo ze sulfidd zinku, kadmia ¢i olova. Po hybridizaci a separaci mohou
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byt nanocastice rozpustény (napt. v kyselin€) a pfislusny kov stanoven pomoci voltametrie nebo
chronopotenciometrie. Velmi vysoké citlivosti detekce DNA hybridizované na magnetickém nosici
bylo dosazeno, byly-li jako znacky aplikovany polystyrénové kulicky obsahujici ferrocen (stanove-
ny elektrochemicky po rozpusténi kuli¢ek v acetonitrilu) nebo uhlikové nanotrubi¢ky modifikované
alkalickou fosfatazou (kazda nanotrubicka nesla vice molekul enzymu a kazda molekula enzymu
katalyzuje tvorbu velkého mnozstvi molekul elektroaktivniho indikatoru, coz vede k velmi silné
amplifikaci signalu).

9.3.1.6 ,.Vicebarevné* elektrochemické znaceni DNA

Vicebarevné optické (fluorescencni) znaceni vyuzivané v technologii ,,genovych Cipt“ umoziuje
paralelni detekci ne¢kolika nukleotidovych sekvenci (pro kazdou z nich se pouzije znacka fluoresku-
jici v jiné vinové délce, coz umoznuje jejich odliseni). Pii elektrochemické detekci je mozné do-
sahnout téhoz v piipadé, ze se pouziji znacky nebo indikatory poskytujici elektrochemické signaly
pri dostatecné odliSnych potencialech. ,,Vicebarevné™ (multipotencidlové) elektrochemické kodo-
vani nukleotidovych sekvenci bylo dosud uspésné aplikovano opét predevsim v kombinaci s mag-
netickou separaci. Jako znacky byly vyuZzity nanocastice ze sulfidl zinku, kadmia a olova (pfislus-
né kovy se lisi potencialem svého katodického vylucovani, resp. anodické oxidace) nebo enzymy
katalyzujici tvorbu elektrochemicky rozliSitelnych produktt (alkalicka fosfatdza katalyzujici pro-
dukci 1-naftolu a B-galaktosidasa uvoliujici z neaktivniho substratu fenol) [4, 23]. Pfi modifikaci
signalnich sond komplexy oxidu osmic¢elého Ize redox potencidly vzniklych aduktl vyrazné ovliv-
nit volbou ligandu a pfipravit tak sondy, které po hybridizaci s ptisluSnymi cilovymi sekvencemi
poskytuji dobfe rozpoznatelné a paralelné méfitelné signaly [18].

9.4 Detekce mutaci a polymorfismi v sekvencich DNA

Ptedchozi text byl vénovan problematice detekce hybridizacni udalosti bud’to na povrchu elektro-
dy, nebo na jiném povrchu, tedy hledani odpovedi na otazku: vznikl hybridni duplex, nebo nevzni-
k1?. Jestlize zjistime, Ze k hybridizaci doslo, znamen4 to, Ze v analyzovaném vzorku byl pfitomen
usek NK schopny tvofit duplex s imobilizovanou (nebo signalni) sondou (tj. musel byt se sondou
komplementarni nebo alespon témer komplementarni, viz dale). Protoze zname sekvenci sondy,
ziskavame takto informaci o sekvenci vlakna, které s ni hybridizovalo, a na zaklad¢ této informace
muzeme usoudit na ptitomnost ur¢itého organismu ve zkoumaném biologickém materialu (napf.
bakterie, viru), genu kodujiciho né€jakou specifickou vlastnost daného organismu (tfeba virulenci
bakterialniho kmenu, produkei aflatoxind u plisni apod.) nebo cizorodého genu (transgenu v gene-
ticky modifikovaném organismu). Pomoci hybridizace DNA je rovnéZz mozno sledovat genovou
expresi. Pfitom se obvykle vyuziva reverzni transkripce informa¢ni RNA (mRNA, do které je pfi
genové expresi prepsana kodujici sekvence exprimovaného genu) do tzv. komplementarni DNA
(cDNA), jez je poté amplifikovana pomoci PCR a miize byt (kromé jinych technik) analyzovana
technologii ,,genovych ¢ipt“, pracujicich na principu hybridizace DNA. V tomto pfipadé znamena
pozitivni signal, Ze gen je aktivni (je exprimovan), negativni signal znamena, Ze gen ,,ml¢i* (neni
exprimovan).

Poté, co bylo dokonceno sekvenovani kompletni DNA fady organismil, a zejména cloveka,
nabyva na vyznamu analyza individudlnich odchylek v ur¢itych mistech nebo oblastech genomu.

Poradi nukleotidi v lidském genomu tak, jak bylo stanoveno, totiz odpovida ,,primérnému ¢love-
ku, zatimco u skute¢nych jedincti se vyskytuji specifické, po generace dédéné odchylky i rizné
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mutace vzniknuvsi ndhodné ¢i jako disledek vystaveni mutagennim vliviim (ty jsou rovnéz po
zarodecné linii dédicné). Vétsina téchto sekvencnich polymorfismil zdravi a Zivot ¢loveéka nijak
neohrozuje, ale pokud je geneticka informace pozménéna v urcitych mistech, mize to mit fatalni
nasledky. V nékterych piipadech je pro ztratu funkce kli¢ového genu postacujici zaména jedné
jediné baze. Detekce téchto tzv. bodovych mutaci je tedy velmi dulezita z hlediska v€asné diagnos-
tiky urcitych onemocnéni, prevence jejich $ifeni v populaci i pro stanoveni optimalni (individuali-
zovang) terapie.

9.4.1 Detekce bodovych mutaci a jednonukleotidovych polymorfismi

Bodové mutace (zamény, inzerce nebo delece jednotlivych nukleotidti v daném useku DNA) lze
odhalit na zaklad¢ rozdilné stability duplexu vytvofené¢ho jednim nemutovanym (,, wild type “, wt)
a jednim mutovanym vlaknem. V tomto tzv. heteroduplexu jsou vSechny baze sparovany az na
misto, kde se v cilovém vlakn¢ vyskytuje mutace. V ném mutize byt bud’ chybny par bazi (napt. GeA,
G+T apod.), nebo baze ,navic* (v pfipadé jeji inzerce nebo delece v komplementarnim vlakn¢). Ta-
kovéto chyby (,, mismatches ) se projevi tim, ze se ptislusna dvousroubovice snaze denaturuje, nez
dvousroubovice tvofena dvéma presné komplementarnimi vlikny. Cim je v heteroduplexu vice
,Chyb®, tim vyraznéji je oproti presné¢ komplementarnimu homoduplexu destabilizovan. Pokud se
provede hybridizace a ,,odmyvani nenavazané sondy pii zvySené teploté a/nebo nizsi iontové sile (tj.
za vysoce ,stringentnich® podminek), je vytézek heteroduplexu nizsi nez vytézek analogického
homoduplexu, coZ se projevi snizenim meéfeného signalu (v krajnim piipadé zadny heteroduplex
nevznikne nebo se rozpadne béhem odmyvani a vysledek hybridizacniho experimentu je negativni).
Kromé technik zalozenych na destabilizaci heteroduplexii pfi hybridizaci za vysoce ,,strin-
gentnich“ podminek lze mutace detekovat také na zakladé specifickych vlastnosti heteroduplexd.

V tom ptipadé jsou podminky voleny tak, aby duplex tvofeny wt sondou a mutovanym cilovym
vlaknem byl stabilni, a sleduje se pfitomnost chybného paru bazi.

9.4.1.1 Vyuziti pfenosu elektrona zprostfedkovaného dvousroubovici DNA.

Podle autorti z okruhu Jacqueline Bartonové z pasadenského Caltechu je DNA schopna pienaset
elektrony prostfednictvim n-elektronti aromatickych zbytka bazi zapojenych do systému stohovych
(,,stacking®) interakci uvniti dvousroubovice [26]. Ac¢koli néktefi jini autofi tento model nepiijimaji
a o vodivych, polovodivych ¢i dielektrickych vlastnostech DNA se vedou spory, byla publikovana
fada elegantnich praci dokumentujicich pienos elektronii (elektrického naboje) dvousroubovici
DNA mezi dvéma redox centry interkalovanymi ve vzdalenosti nékolika az nékolika desitek para
bazi. Podobny efekt byl zaznamenan u duplexit DNA zakotvenych za jeden konec na elektrode
[27]. V tom ptipadé molekula DNA zprostfedkovava ptenos elektroni mezi elektrodou a redox
aktivnim interkalatorem vdzanym na druhém konci duplexu (obr. 9.5A). Z hlediska vyuziti tohoto
principu pro detekci mutaci v DNA je dulezité, ze prenos elektront pres DNA je mozny jen tehdy,
jsou-li v§echny baze v useku mezi donorem a akceptorem spravné sparovany (pfesnéji feceno ne-
jsou-li naruseny stacking interakce). Chybny par bazi, inzerce nebo delece nukleotidu v tomto use-
ku prenosu elektronu brani, coz se projevi ztratou signalu.

9.4.1.2 Rozpoznani chybnych part bazi proteinem MutS a jeho elektrochemické stanoveni.

Bunky disponuji systémy umoznujicimi opravit poskozenou nebo chybn¢ replikovanou DNA, je-
jichZ soucasti jsou bilkoviny rozpoznavajici ,,chyby* v dvousroubovici DNA. Jednou z takovych
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bilkovin je protein MutS, ktery se vaze chybn¢ parované nebo nesparované baze a tim umoznuje

zahajeni opravy téchto mist [9, 28]. Tuto jeho vlastnost je mozné analyticky vyuzit pro detekci
bodovych mutaci. Byla navrzena tada technik umoznujicich detekci vazby MutS-DNA vyuzivaji-
cich fluorescen¢niho znaceni proteinu MutS, enzymové a dalsi relativné slozité pfistupy. Pti vyuziti

principu dvoupovrchové strategie lze protein MutS vazany na heteroduplexy DNA zachycené na

magnetickém nosi¢i snadno stanovit elektrochemicky na rtutovych [9] nebo uhlikovych [28] elek-
trodach, a to s vysokou citlivosti (pikogramova mnozstvi odpovidajici n¢kolika malo desitkam
attomoll proteinu) bez nutnosti jakéhokoli znaceni. Elektrochemicka detekce proteinu MutS a jeho

vazby na DNA nevyZzaduje zadné znaceni ani jinou Upravu proteinu a navic je ve srovnani s vyse

zminénymi metodami citliveéjsi.

Obr. 9.5:

Fe(CN)* Fe(CN)¢** MutS
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& \
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-s
0
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primer (sonda) templat \
P dUTP y
——
] U
1 DNA-polymeraza
testovany
nukleotid

Piiklady metod umoZiiujicich detekci mutaci (polymorfismii) v sekvencich DNA

(A) Vyuziti ,elektrické vodivosti DNA. Homoduplex DNA, tj. dvojSroubovice tvoie-
na dvéma piesné komplementarnimi vlakny, je schopna zprostiedkovat pienos elek-
tronl mezi elektrodou, na jejimz povrchu je zakotvena, a redox-aktivni skupinou va-
zanou na druhém konci duplexu. V uspofadani na obrazku dochazi k elektrochemické
redukci interkalatoru elektrony pienesenymi duplexem DNA a jeho reoxidaci ferikya-
nidem v roztoku, tim se uzavira elektrokatalyticky cyklus a prochazi proud, jenz je
meétfen amperometricky. Naproti tomu heteroduplex DNA obsahujici ,,chybny* par ba-
zi (napf. G *A) neni schopen elektrony efektivné pienaset a proud neprochazi. (B)
Chybné sparované nebo nesparované baze v heteroduplexu DNA jsou rozpoznavany
specifickymi proteiny, napf. proteinem MutS. Pomoci dvoupovrchové elektrochemic-
ké techniky je mozno navazany protein citlivé stanovit. (C) Pomoci techniky ,,primer
extesion® Ize urcit, jaky nukleotid se nachazi v templatovém vlakné (tvoficim duplex
s primerem) v prvni pozici jednofetézcového piesahu (zde adenin). Jsou-li spravné
zvoleny podminky reakce, k inkorporaci znaceného nukleotidu v reakci katalyzované
DNA polymerazou dojde pouze v ptipade, Ze prislusny dNTP piidany do reakéni smeé-
si obsahuje bazi komplementarni k tomuto nukleotidu (zde uracil). Znacka navazana
na prislusny nukleotid maze byt elektrochemicky aktivni, enzymova, fluoreskujici ¢i
jina
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9.4.1.3 Techniky zaloZené na ..minisekvenovani‘ DNA s vyuzitim DNA polymeraz.

Jakoukoli zménu v potadi nukleotidi v DNA mizeme pfirozené zjistit pomoci nékteré ze zavede-
nych sekvenacnich metod [2]. Pokud jiz mame vytipovano konkrétni ,,podezielé” misto v ur¢itém
useku DNA, neni nutno sekvenovat cely Usek, ale stac¢i se zaméfit pravé prislusny nukleotid.
K tomu je zapotiebi navrhnout ON sondu hybridizujici s cilovym vlaknem DNA tak, ze ,,podezie-
la* baze se nachazi v prvni pozici jednotetézcového presahu v sousedstvi 3°-konce této sondy (obr.
9.5C). Po ptidani DNA polymerasy a deoxynukleosidfosfatu (ANTP) obsahujiciho bazi komple-
mentarni k bazi ve zkoumané pozici dojde k inkorporaci pfislusného nukleotidu na konec sondy (ta
slouzi jako primer pro polymeraci DNA na cilovém templatu — takovéto metody se obecné oznacuji
jako primer extension). Pokud neni baze v ANTP komplementarni a jsou-li dobfe nastaveny pod-
minky reakce, k inkorporaci nedojde. Ptislusny dNTP muze byt znaceny elektroaktivni skupinou
(ferocenem), fluoroforem, enzymem (resp. biotinem, viz ¢ast 9.3.1.4) nebo jinou znackou. V prin-
cipu lze vyuzit vSechny Ctyfi ANTP znacené riznymi markery a pifimo tak zjistit, ktera baze se ve
zkoumaném misté nachazi. Pristupy zaloZené na primer extension byly uspésné aplikovany pfimo
na povrchu elektrody [29] i v kombinaci s dvoupovrchovymi technikami [30].

9.4.2 Expanze trinukleotidovych opakovani a stanoveni délky repetivni sekvence

Jinym typem mutaci, které se spontanné objevuji v genomu ¢loveéka, jsou tzv. expanze trinukleoti-
dovych opakovani [31]. Trinukleotidové repetice se v genomech vyskytuji pomérné Casto, a to
i v sousedstvi nebo uvnitf nékterych gend. U zdravych jedincti se v téchto mistech vyskytuje néko-
lik (nebo nanejvys nékolik malo desitek) tripletl. Tyto sekvence vSak maji schopnost se pfi repli-
kaci DNA samovoln¢ prodluzovat (expandovat). Pokud jejich délka dosdhne desitek az stovek
trinukleotidd, mtze dojit k zamezeni spravné exprese piislusnych genii nebo ke vzniku defektnich
proteinti, coz ma za nasledek vznik zédvaznych nerodegenerativnich chorob jako jsou syndrom fra-
gilniho chromozému X (expanze tripletu CCG), myotonicka dystrofie (CAG) nebo Friedrichova
ataxie (GAA). Molekularni diagnostika téchto onemocnéni je zaloZena na méteni délky ptislusnych
opakovanych sekvenci (poctu repetitivnich motivll). To lze (kromé jinych ptistupti) provést pomoci
kratkych signalnich sond, které hybridizuji s jednim nebo (v pfipad¢ trinukleotidovych opakovani)
s n¢kolika malo opakujicimi se motivy v cilovém vlakné (obr. 9.6). Podle poc¢tu opakovani (délky
repetitivni sekvence) dochazi k vicenasobné hybridizaci signalni sondy s cilovym vlaknem [20].
V idealnim pfipadé je pocet navdzanych molekul sondy tmérny poctu opakovani cilového motivu.
Pokud je sonda vhodnym zplisobem oznacena, dochazi s rostouci délkou repetitivni sekvence ke
zvySovani poctu molekul zachycené znacky a tim ke zvySovani intenzity pfislusného (v nasem
pripadé elektrochemického) signalu; pti vhodné kalibraci (viz obr. 9.6) Ize z intenzity signalu od-
vodit délku repetitivni sekvence. Tato technika byla tispé$né aplikovana v kombinaci se znacenim
signalnich sond a cilovych vlaken DNA enzymy a komplexy oxidu osmicelého pii analyze jak
modelovych, tak realnych (pacient s Friedrichovou ataxii) vzorkii DNA, a to v dvoupovrchovém
[20] i jednopovrchovém [13] uspofadani.
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Obr. 9.6:  Stanoveni délky repetitivni sekvence DNA (poctu opakovdni repetitivni jednotky)

pomoci signdlni sondy

Principem této metody je vicenasobné hybridizace znacené signalni sondy, délkou
odpovidajici jednomu nebo nékolika opakovanim repetitivniho motivu, s cilovym
vlaknem. Cim vicekrat se tento motiv v cilovém vlakné opakuje, tim vice molekul
sondy se na néj navaze. Diky tomu dochazi k akumulaci znacky (b) a ke zvySeni in-
tenzity méteného signalu. Pro spolehlivy odhad délky repetitivni sekvence je zapottebi
paralelné stanovit pocet molekul cilové DNA. Toho Ize dosahnout napt. jeho konco-
vou modifikaci jinou znackou (a) poskytujici odlisny signal nez znacka (b); pocet
opakovani repetitivni jednotky je pak dan pomérem signala (b:a).

Tato prace byla podporovana Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy v ramci Centra za-

kladniho vyzkumu LC06035. Autor dekuje za podporu vsem kolegiim z Laboratore biofyzikalni
chemie a molekuldrni onkologie BF' U AVCR, v.v.i.
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10. ELEKTROAKTIVITA NEKONJUGOVANYCH
BILKOVIN. MOZNOSTI JEJIHO VYUZITI

V BIOMEDICINE A PRI KONSTRUKCI BIOSENZORU

prof. RNDr. Emil Palecek, DrSc.
Biofyzikalni ustav A VCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno

palecek@ibp.cz

Bilkoviny byly v polovin¢ 20. stoleti studovany po né¢kolik desitek let pomoci polarografickych
metod. V 70. letech se zajem elektrochemikll obratil k pomémé malé skupiné konjugovanych bil-
kovin obsahujicich redoxni centra nebilkovinné povahy, poskytujici rychlé reversibilni elektrodové
d¢je, vétsinou na zlatych elektrodach. V soucasné dobé proteomika vyzaduje metody analyzy vSech
bilkovin. Rovnéz biomedicina nevystaci s analyzou malé skupiny konjugovanych bilkovin. Elek-
trochemické senzory hybridizace DNA jsou v soucasné dob¢ velmi aktualnim tématem vyzkumu.
VEétsi rozsiteni elektrochemickych senzort bilkovin vyzaduje nové pristupy k elektrochemii bilko-
vin. V této prednasce bude ukazano, ze

(i)  bilkoviny obsahujici zbytky tyrosinu nebo tryptofanu jsou oxidovatelné na uhlikovych elek-
trodach,

(i1)  na rtutovych elektrodach bilkoviny poskytuji signaly vyzadujici pfitomnost zbytk cysteinu,

(ii1) vSechny bilkoviny poskytuji elektrokatalyticky pik H (pomoci chronopotenciometrie kon-
stantnim proudem) umoznujici analyzu peptida a bilkovin v nanomolarnich a subnanomolar-
nich koncentracich; analyzu Ize provadét v objemu nékolika pl. a pik H je velmi citlivy ke
zménam v konformaci bilkovin v disledku denaturace, agregace zmén redoxniho stavu apod.

Bude rovnéz ukazano, ze elektroaktivitu DNA a bilkovin lze vyuzit pfi vyzkumu interakci DNA
s proteiny.

10.1 Uvod

Bilkoviny se velmi li$i od nukleovych kyselin svymi funkcemi, strukturou a fyzikalné chemickymi
vlastnostmi. Nukleové kyseliny v bunkach uchovavaji, replikuji a predavaji genetickou informaci.
Role bilkovin je vyrazné mnohotvarngjsi. Nékteré tvofi podstatnou cast strukturni kostry tkani
jsou enzymy, katalyzatory schopné vykonavat obrovské mnozstvi reakci, které urcuji nezbytné
metabolické drahy. Patii k nim protilatky a dal$i spousta jinych dilezitych biologickych faktort.
V kazdé bunce se udrzuje nekolik tisic druhti bilkovin. Ve srovnani s DNA jsou bilkoviny extrém-
né komplexni molekuly v souladu s rozmanitosti jejich funkci. Od padesatych let minulého stoleti
jsme zaznamenali ohromny pokrok v chemii a biologii bilkovin. Mezi metodami, které ptispély
k tomuto pokroku, jmenujme rtg-difrakéni analyzu, nuklearni magnetickou rezonanci, elektronovou
a rastrovaci silovou mikroskopii (scanning force microscopy), elektroforézu a izoelektrickou fo-
kusaci, chromatografii aj. Nicméné pti prohlidce ucebnic a kompendii o biochemii a bilkovinach
stéZi mezi témito metodami najdeme elektrochemii. Pro¢ tomu tak je? Proc se elektrochemie tak
malo vyuziva v v soudobém vyzkumu bilkovin? Je snad elektrochemie k témto G¢eliim nepouzitel-
na? J& se domnivam, Ze tomu tak neni; zdivodnéni najde ¢tenar v dalSim textu.
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Znacna pozornost byla v posledni dobé vénovana pfimému pienosu elektronti u bilkovin
v mezifazi.

Dnes mame k dispozici metody proteinového inZenyrstvi, takze miizeme ve vyzkumu pouzi-
vat jak standardni (wild-type), tak mutantni proteiny nebo jejich domény. ZvIasté zajimavé se jevi
mutantni proteiny se zdménou jediné¢ aminokyseliny. Takové rekombinantni proteiny byly nedavno
aplikovany pii studiich pfimého ptenosu elektronit v bilkovinach jako je azurin nebo peroxidaza.
Na druhé strané, prakticky neexistuji studie individualnich proteinovych domén nebo mutantnich
proteinti, které neobsahuji zadné centrum pro rychlou reversibilni redoxni reakci. Zvlastni pozor-
nost bude vénovana pristuptim, které mohou poskytnout nové nastroje pro biomedicinu nebo bio-
technologie.

Elektrochemicka analyza bilkovin byla uspésné aplikovana v biochemii, farmacii a mediciné
a zejména v klinické onkologii po nékolik desetileti uprostied dvacatého stoleti. Pozd¢ji se pozor-
nost elektrochemikl soustiedila na pfimou elektrochemii omezeného mnozstvi bilkovin, obsahuji-
cich redox aktivni centra, poskytujici reversibilni elektrodové déje. Moznosti elektrochemické ana-
lyzy jako nastroje pro analysu vétSiny bilkovin dtlezitych v molekularni biologii a biomediciné
byla zanedbavana.

10.1.1 Adsorpce a imobilizace bilkovin

Bilkoviny se adsorbuji na vS§emoznych povrsich v¢etné pevnych a kapalnych (rtutovych) elektrod,
dojde-li ke kontaktu vodného roztoku bilkoviny s povrchem. ZvySenému zajmu se té8i kontrola
adsorp¢niho procesu za tcelem ziskdni dobfe definovaného a nalezité orientované¢ho adsorbatu.
Imobilizace bilkovin na povrsich a zejména na elektrodach je klicova pro konstrukci proteinovych
senzorl, vcetné vyvoje senzord pro DNA-proteinové a protein-proteinové interakce a obecné
v elektrochemii bilkovin.

10.1.1.2 Modifikované povrchy elektrod

Samoorganizujici monovrstvy (self-assembled monolayers, SAM). Od doby pionyrskych praci Hil-
lovych a Kuwanovych v roce 1977, byly jako elektrody pro elektrochemii bilkovin stale Castéji
pouzivany uslechtilé kovy, jako zlato nebo stiibro, modifikované riznymi adsorbaty,. Obdobné
poslouzily materialy jako uhlik nebo kovové oxidy s pfirozenymi funkénostmi. Monovrstvy thiolo-
vanych DNA a bilkovin byly pfipraveny na zlatych elektrodach. V nedavné dob¢ se stale vice apli-
kuji alkanthioly s hydrofobnimi, polarnimi nebo elektricky nabitymi hlavickami (koncovymi sku-
pinami) pro tvorbu samoorganizujicich monovrstev na zlatych elektrodach, aby tak vytvotily speci-
fické adsorbaty pro imobilizaci dané bilkoviny v ptislusné orientaci smérem k povrchu elektrody.
V roce 1991 Tarlov a Bowden jako prvni pouzily SAM z alkanthiolu s negativné nabitou koncovou
skupinou, aby imobilizovali cytochrom c na zlaté elektrodé. Pfima elektronicka komunikace mezi
adsorbovanou bilkovinou a elektrodou byla detekovana cyklickou voltametrii. Pfipojeni bilkoviny
se uskutecnilo s nejveétsi pravdépodobnosti prostfednictvim elektrostatické interakce positivné nabi-
tych lysinovych zbytkli a negativné nabitych karboxylovych skupin alkanthiolové vrstvy. Tento
zajimavy systém byl pak charakterizovan velkym poctem metod zahrnujicich resonan¢ni Ramano-
vu spektroskopii a elektroreflektan¢ni spektroskopii.

Uhlikové nanotrubicky. V poslednich letech byl vyfesen problém, jak syntetizovat uhlikové nano-
trubicky (carbon nanotubes, CNT) ve velkych mnozstvich a tento material je také komer¢né do-
stupny. CNT s primérem v rozmezi 5 — 50 nm a délkach az n¢kolik mikrometri predstavuji atrak-
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tivni material se zajimavymi mechanickymi, chemickymi, strukturnimi a elektronickymi vlast-
nostmi. CNT mohou byt piipraveny riiznymi metodami vcetné metod s uhlikovym obloukem
a ukladani chemickych par. Mlizeme si je rozdélit na monosténné a mnohosténné uhlikové natno-
trubicky. Bylo ukazano, ze CNT mohou byt pouzity jako elektrodovy material a Ze bilkoviny mo-
hou byt imobilizovany na povrch nebo do vnittku otevienych nanotrubicek beze ztraty jejich akti-
vity.

10.1.1.2 Nemodifikované (holé) elektrody

Rtutove elektrody. Kdysi byly velmi populéarni, ale v poslednich tiech desetiletich byly v elektro-
chemii bilkovin rtutové elektrody pouzivany velmi malo. Se svym extrémné vysokym vodikovym
prepétim a velmi vysokou afinitou pro siru tyto elektrody nabizeji urcité moznosti nedosazitelné na
jinych nez rtutovych pevnych elektrodach. Nedavno jsme ukazali, ze s vyuzitim chronopotencio-
metrické stripovaci analyzy konstantnim proudem (constant current chronopotentiometric strip-
ping analysis, CPSA) muze byt ziskan dobte vyvinuty pik pii velmi nizkych koncentracich peptidi
nebo bilkovin na visici rtutové kapce (hanging mercury drop electrode, HMDE). Tento pik se ob-
jevuje pii vysoce negativnich potencialech, ale v CP modu je dobie oddélen od vylu¢ovani vodiku
ze zakladniho elektrolytu; byl pojmenovan jako pik H. S pouzitim tohoto piku byly stanoveny pep-
tidy a bilkoviny ve femtomolarnich koncentracich bez korekce pozadi (base line). Vyuzili jsme
vysoké citlivosti elektrochemického stanoveni a pouzili jsme pik H k analyze n€kolika biologicky
velmi dulezitych bilkovin, jako jsou metalothionein, a-synuklein (dalezity pii Parkinsonové choro-
b¢), nadorovy supresor protein p53, MutS protein, ktery se uc¢astni opravy DNA, a dal$ich bilkovin
a peptidu.

Pevné elektrody. Oxidace peptidl a nekonjugovanych bilkovin (neobsahujicich redoxni centra po-
skytujici rychlé reversibilni elektrodové déje) byla pozorovana na uhlikovych elektrodach. Pouziti
ostatnich pevnych elektrod, napt. zlaté ¢i platinové, bylo omezeno na studium adsorpce téchto bil-
kovin nebo ke sledovani enzymovych reakci. Dale chceme ukazat piiklady pouziti elektrooxidabi-
lity oligopeptidii a bilkovin na uhlikovych elektrodach a téz jejich elektroaktivity na kapalnych
a pevnych amalgamovych rtutovych elektrodach ve vztahu k dilezitym biologickym problémum.

10.2 Elektroaktivita peptidi a bilkovin na rtutovych a uhlikovych elek-
trodach

10.2.1 Elektrooxidace na uhlikovych elektrodach

Asi pred 10 lety byla elektrochemicka analyza peptidi a nekonjugovanych bilkovin limitovana na
ty, které obsahuji cystin/cysteinové zbytky v kombinaci se rtutovymi elektrodami, a dale na elek-
trooxidaci Tyr a Trp zbytkl na uhlikovych elektrodach. Nejlepsi vysledky pfi analyze bilkovin na
uhlikovych elektrodach byly ziskany s diferen¢ni pulsni voltametrii. Nicmén¢ tato metoda nebyla
schopna stanovit bilkoviny v submikromoldrnich koncentracichm ani poskytovat dobfe oddélené
piky Tyr a Trp. Ukazali jsme, Ze CPSA na uhlikovych elektrodach poskytla dobie vyvinuté piky pii
velmi nizkych koncentracich DNA a RNA za podminek, kdy voltametrické metody neprodukovaly
zadny signal nebo jevily jen Spatné vyvinuté inflexy. Na zakladé této zkuSenosti jsme pouzili
CPSA ke studiu tii biologicky dulezitych peptidii obsahujicich zbytky Tyr a/nebo Trp; byly to
bombesin, uvolnujici hormon pro luteinizujici hormon (luteinizing-hormone-releasing-hormone,
LH-RH) a neurotensin. Uvedené peptidy byla adsorbovany a akumulovany na uhlikové pastové
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elektrodé (carbon paste electrode, CPE) a stanoveny pfi nizkych koncentracich v roztoku pomoci
CPSA. Byly ziskany dobfe oddélené oxidacni piky zbytkl tyrosinu (pik Y pfi cca 0,55 V) a/nebo
tryptofanu (pik W pfi asi 0,7 V proti Ag/AgCl/3 M KCI). Neurotensin nebo bombesin, obsahujici
jenom Tyr resp. jenom Trp produkovaly po jednom piku pii odpovidajicich potencialech, zatimco
LH-RH, ktery obsahuje zbytky Tyr i Trp, vytvaiel dva dobfe oddélené piky. S vyuzitim CPSA byly
tyto peptidy stanoveny pii az nanomolarnich koncentracich i pfi kratkych akumulacnich ¢asech. Za
stejnych podminek nebyly pozorovany zadné voltametrické signaly.
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Obr. 10.1: Chronopotenciometrie konstantnim proudem (constant current stripping analysis,
CPSA) a diferencni pulsni voltametrie (DPV)

Signaly 3,5uM peptidu (a) neurotensinu a (b) LH-RH na upravené uhlikové pastové elektrodg.
Akumulac¢ni ¢as (2 min pii 0,1 V), v 0,2M fosfatovém pufru (pH 7,0); piistro) TRACERLAB;
CPSA: rozpoustéci proud 5 pA; DPV: vyska pulsu 25 mV, doba kapky 0,5 s; rychlost posunu
potencialu 5 mV s™; Y = tyrosin, W = tryptofan

10.2.2 Elektroaktivita peptidii na rtutovych elektrodach

V 0,2M fosfore¢nanu sodném, pH 7,0, 1uM [Lys®]-vasopressin poskytl pik S pii -0,56 V, souvise-
jici s pfitomnosti cystinu v tomto peptidu. Za stejnych podminek nebyl pozorovan pik S s angio-
tensinem II, ktery neobsahuje Zadny cystin/cysteinovy zbytek. Vasopressin, ne vSak angiotensin,
produkuje katalyticky reduk¢ni signal v prostiedi s kobaltnatymi ionty, ale i v prostiedi bez iont
ptechodovych kovti.

Elektroaktivita peptidové nukleové kyseliny (PNA) je podobné jako u DNA podminéna redukci bazi
nukleovych kyselin na rtutovych elektrodach a oxidaci basi na elektrodach uhlikovych. Doposud
nebyly publikovany zadné zpravy, ze by PNA byla schopna katalyzovat vylucovani vodiku. Nase
predbézné vysledky naznacuji, ze PNA neposkytuje Brdicktiv signal v roztocich obsahujicich ko-
balt. Na druhé strané, PNA koncové znacena cysteinem poskytuje zfetelny pik H stejné jako Brdic-
kovu dvojvinu.

128



Pik H [Lys®]-vasopressinu a angiotensinu II. Angiotensin II a [Lys®]-vasopressin byly studovany
pomoci CPSA na HMDE v 0,22M fosfore¢nanu amonném pH 7,8 (bez iontl kobaltu). [Ly-
s*]-vasopressin (1pM) poskytl symetricky pik kolem -1,7 V, dobfe odd&leny od zakladniho elektro-
lytu. Vasopressin (1nM) poskytoval po pétiminutové akumulaci jesté dobie vyvinuty pik i bez ko-
rekce pozadi. Tento pik, ktery produkuji také jiné peptidy a bilkoviny, byl pojmenovan pik H, a to
pro svou vysokou (high, H) citlivost, katalytické vylu¢ovani vodiku (Hydrogen) a na pocest Jaro-
slava Heyrovského. Skute¢né, byli to Heyrovsky a Babicka, ktefi v roce 1930 odstartovali historii
elektrochemické analyzy bilkovin, kdyz publikovali polarografickou préci o tzv. prenatriové ving.
CPS pik H pravdépodobné zahrnuje podobny elektrodovy proces jako prenatriova vina, ale tento
pik je 1épe vyvinut, coz dovoluje stanovni peptidl a bilkovin v nanomolarnich a subnanomolarnich
koncentracich. K lepsi citlivosti CPS piku H ve srovnani s polarografii v kobalt obsahujicich rozto-
cich (Brdickovy bilkovinné viny) a v nepfitomnosti kobaltu (prenatriova vlna) pfispiva nékolik
faktora:

(i) Pti CPSA lze dospét k negativnéjsSim potencialiim nez pfi voltametrii a polarografii. Dosazeni
vysoce negativniho potencialu je nezbytné, ma-li se ziskat dobfe vyvinuty pik H; ten je pfi volta-
metrickych a polarografickych métenich ptilis blizko vylucovani zékladniho elektrolytu.

(i1) Siln€ adsorbované peptidy a proteiny mohou byt akumulovany na HMDE (nebo jiné stacionarni
nebo pevné rtut’ obsahujici elektrod€, jako jsou amalgamové elektrody). Pouziti adsorptivniho stri-
pingu velmi zvysuje citlivost stanoveni ve srovnani s polarografickymi metodami.

(iii) U¢inna korekce zakladni linie vestavéna do chronopotenciometrickych piistroji mize vylepsit
tvar piku pti velmi nizkych koncentracich bilkovin. Toto obvykle neni potteba, ponévadz citlivost
CPS piku H je velmi dobra i bez korekce pozadi.
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Obr. 10.2 CPSA signdly [Lys®]-vasopressinu méiené na HUDE

(a) pik S redukce HgS/disulfidické vazby, (b) pik kobaltu (Co) a katalytické piky A a B peptidu
za pritomnosti iontd kobaltu (Brdickova soluce), (c) katalyticky pik H méfeny v roztoku bez
kobaltu

Chronopotenciogramy 1uM vasopressinu byly méteny za podminek: (a) 0,2M fosfatovy pufr
pH 7,0 (¢4 = 300s, E, = 0V, I = -02pA); (b) 0,IM-NH,CI, 0,1M-NaOH,
ImM-[Co(NH;3)6]Cl; (s = 60's, Eo = -0,6 V, I = —10 pA); (c) 0,2M amonium fosfatovy pufr
pH 7.8 (ta=60s, Ex=0V,[=-20 pA)
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10.2.3 Elektroaktivita bilkovin

Avidin a streptavidin jsou elektroaktivni proteiny poskytujici elektrochemické signaly jak na uhli-
kovych, tak rtutovych elektrodach. Byly studovany jako piiklad bilkovin obsahujicich (avidin)
a neobsahujicich (streptavidin) zbytky cystinu '. Vazba biotinu se projevi zménami v elektroche-
mickych signalech avidinu. Experimenty ukéazaly snizeni Trp-piku W, zvySeni piku S a snizeni
katalytickych signalti pii negativnich potencidlech. Kapsa avidinu nebo streptavidinu, kterd vaze
biotin, obsahuje zbytky Trp a vytvari ,hydrofobni schranku®“. Vazba biotinu na avidin nebo
streptavidin sniZzuje dostupnost Trp-zbytkd pro rozpoustédlo a v disledku toho také elektrooxidaci
na PGE a lze tudiz oc¢ekavat snizeni oxida¢niho piku W. Na druhé¢ strané, zvyseni piku S a snizeni
katalytickych signali pfi negativnéjsich potencialech miize byt st€zi pochopeno bez toho, ze by se
uvazovala orientace bilkoviny na povrchu a popiipadé urcité zmény konformace bilkoviny v mezi-
fazi. Snizeni piku H po vazbé biotinu bylo v souladu s naznaCenym schématem. Shora uvedena
data mohou byt dalezitd v biotechnologiich. Napfiiklad avidinem znacena DNA v biosenzorech
mize byt detegovana bez pouziti dalSich znacek, jako jsou enzym-avidinové konjugaty.
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Obr. 10.3 AC-voltametrické chovani avidin-biotinového komplexu.

Koncentrace slozek: avidin 15 uM, biotin 60 uM. HMDE, AdTS-AC-V v 0,1M-NH,CI,
0,1M-NH4OH, pH 9,5. Nastaveni pfistroje: 4 = 1 min, /= 230 Hz, amplituda 50 mV, fazovy
uhel 0°.

Vlozeny graf: Zavislost vysky piku S na koncentraci biotinu v avidin-biotinovém komplexu
(hodnota proudu 15 uM avidinu se 60 puM biotinu (1:4) byla vzata jako 100 %). Data pievzata
z prace Havran et al., 2004

Zvlasteé zajimavé se jevi nizké detekéni limity, které obdrzime u piku H. Potize se rtutovymi
elektrodami v senzorech mohou byt pfekonany vyuzitim pevnych amalgamovych elektrod. Pik H
byl pozorovan u vSech az dosud studovanych bilkovin a peptidd. Naproti tomu pik S a BCR mohou
poskytovat jen bilkoviny obsahujici zbytky cysteinu.

10.2.3.1 Nativni, mutované a denaturované bilkoviny

Je dobfe znamo, Ze konformace bilkovin je tizce spjata s funkci bilkovin. Zaména jediné aminoky-
seliny mize vyvolat velké zmény jak konformace bilkoviny, tak jeji biologické aktivity. Na ptiklad
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specificka bodova mutace mize preménit funkci nddorového supresoru proteinu p53 na funkci
rakovinu podporujici. Proto se hledaji rychlé a citlivé metody pro detekci mutaci a konformacnich
zmén bilkovin. Pomoci integrovanych optickych technik bylo prokazano, ze neutralizujici mutace
(glutamin misto kyseliny glutamové) ve kterékoliv ze dvou riiznych pozic (15 nebo 48) v rozpust-
ném fragmentu cytochromu » méla za nasledek obrovsky rozdil adsorpénich vlastnosti mutovanych
bilkovin. Adsorpce bilkoviny byla ovlivnéna vlastnostmi povrchu. Adsorpce na silné negativné
nabity povrch byla pIné reversibilni, ale adsorpce na neutralni fosfolipidovou dvojvrstvu byla velmi
pomald a prakticky irreversibilni; vysoce pozitivné nabity povrch fungoval jako vylevka, totiz ad-
sorpce byla limitovana pouze rychlosti transportu. Da se ocekavat, ze elektrochemické metody,
které jsou schopny poskytovat data o transportu elektronti a adsorpci bilkovin na povrsich nabitych
na rizné potencialy, mohou odrazet zmény v interfacialnich vlastnostech bilkovin vzniklych v di-
sledku jejich mutaci a jejich konformaé¢nich zmén v roztoku.Tyto metody se ukazuji jako potenci-
aln¢ uzitecné nastroje analyzy bilkovin. Nicméné doposud byly malo pouzity pro studium mutova-
nych bilkovin.

Proteiny mohou byt denaturovany zménou svého chemického nebo fyzikalniho prostredi.
Zahtivani, ptidavek chemického denatura¢niho ¢inidla, jako jsou guanidinium chlorid nebo moco-
vina, zména pH nebo pouziti vysokého tlaku jsou nejpouzivanéjsi metody. Malé bilkoviny mohou
byt denaturovany reversibilné a kdyz se vrati do podminek pfiznivych pro sbaleni opét nabudou
svou nativni strukturu. Mnohé velké bilkoviny vSak denaturuji irreversibilné. Po odstranéni denatu-
racnich podminek Casto agreguji a srazeji se. Stav denaturované bilkoviny neni jediny fixovany
stav. Je to sbirka stavii o velmi podobné energii, které jsou ve vzajemné rychlé rovnovaze. Optické
metody indikuji zbytkovou sekundarni strukturu. Oznaceni ,,D* je Casto pouzivano pro denaturova-
ny stav, na rozdil od rozvinutého stavu za pfitomnosti denaturacnich podminek (pojmenované jako
,U“). Silné rozbaleny stav v koncentrovaném denaturantu, jako je mocovina, pfipomina nejvice
statistické klubko (random coil).

Rozdilné odpovédi nativnich a denaturovanych bilkovin byly pozorovany polarografickymi
metodami jiz pied nékolika desetiletimi. Pozdéji mnozi autofi ukazali, Ze minimaln€¢ u nekterych
bilkovin mize dojit k ¢astecnému nebo Gplnému rozvinuti bilkoviny na povrchu elektrody. Tato
»povrchova denaturace™ mtize byt ovlivnéna riznymi faktory, jako jsou iontové podminky a ze-
jména specificka adsorpce aniontll na negativné nabitém povrchu rtuti, hydrofobicitou a elektric-
kym nabojem povrchu apod. Vysledky pocetné skupiny autord naznacuji, Ze rozsahla povrchova
denaturace je u mnoha bilkovin nepravdépodobna: (i) polarografie a voltametrie byla uspésné apli-
kovéna pfi studiich denaturace a renaturace nékterych bilkovin, (ii) enzymaticka aktivita bilkovin
na rtutové elektrodé byla reversibilné zapindna a vypinana v zavislosti na potencialu elektrody
a (iii) a-helix a B-struktura polylysinu byly rozpoznany polarografii sttidavym proudem (AC) a pfe-
chod helix-klubko bylo mozné sledovat AC-polarografii.

Otazku povrchové denaturace bilkovin diskutoval Honeychurch (1997). Aby piekonal obtize
s daty, ktera si protifecila, navrhl, ze pouze malé bilkovinné molekuly, studované Schellerem
a spol. (napf. insulin, rubinukleasa A a lysozym) podléhaji rozsahlé povrchové denaturaci, zatimco
vétsi bilkoviny se adsorbuji pouze malou ¢asti své molekuly a zbytek proteinu je zachovan. Nic-
mén¢ bylo ukazano, ze i relativn¢ malé bilkovina viru tabakové mosaiky (TMV) (M, = 17 500)
vytvarela velmi rozdilné elektrochemické signaly pro nativni a denaturovanou formu na rtutovych
i na uhlikovych elektrodach. Rozdil mezi nativni a denaturovanou bilkovinou byl zvlasté vyrazny
na rtutové kapkové elektrodé. Nativni TMV-vulgare protein poskytoval Brdickovu reakci (BCR)

asi pii —1,55 V, zatimco denaturovana bilkovina produkovala mnohem vétsi signal pfi potencialech
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asi o 100 mV negativnéjSich. Takto vyrazna diference ukazuje, Ze konformace nativni a denaturo-
vané bilkoviny se 1i§i nejen v roztoku, ale i na povrchu elektrody. Brabec méfil BCR cytochromu ¢
s vyuzitim derivacni (DPP) a normalni pulsni polarogratie (NPP) a také fazove citlivé
AC-polarografie. Zjistil, Ze u charakteristické dvojviny negativnéjsi vina B byla citliva k denaturaci
indukovanému rozvinuti bilkoviny. DPP a DC-polarograficka vina B rostly se zvysujici se koncent-
raci mocCoviny nebo chloristanu sodné¢ho soub&zné se zménou absorbance roztoku bilkovin, coz
naznacuje, Zze ob& polarografické metody odrazely konformaéni zmény cytochromu ¢, vyvolané
v roztoku denatura¢nim ¢inidlem. Na druhé strané NPP (to jest technika pracujici s velkymi zmé-
nami napéti béhem zivota kapky) vykazala za tychz podminek vyznamnou zavislost BCR na poca-
tecnim potencialu (£;). Pfi £; mén¢ negativnim nez —1,0 V (proti referentni elektrodé Ag/AgCl
nasyc. KCI) byla pozorovana vysoka vina B (charakteristickd pro rozvinuty cytochrom c). Zavér
znél, ze cytochrom ¢ podléha povrchové denaturaci v Sirokém rozmezi potencialii kolem potencialu
nulového naboje, avSak nikoliv pfi potencidlech negativnéjsich nez polarografickd BCR. Tyto vy-
sledky dobte koresponduji s vysledky, které pozoroval Palecek pti DPP a NPP zkoumani dsDNA,
které ukazaly zavislost NPP signalt DNA na E;, coZ naznacuje povrchovou denaturaci DNA kolem
—1,2 V. Na druhé¢ strané¢ DPP (pracujici s malymi exkursemi napéti béhem Zzivota kapky) odraze;ji
zmeény ve struktuie DNA v roztoku, takze na povrchu elektrody se neprojevuji zadné sekundarni
zmény ve strukture DNA.

Kterakoliv biomakromolekula o uspotfadané struktufe v principu musi podstoupit nejméné
malou strukturni zménu v segmentu pfiléhajicimu k povrchu, kdyz je adsorbovana. Problém rozvi-
nuti bilkoviny na povrchu (povrchové denaturace) miize byt srovnavan s povrchovou denaturaci
DNA. DNA mize byt kompletné rozvinuta na povrchu elektrody anebo jeji denaturace miize byt
zanedbatelna, coz zavisi na iontovych podminkach, materialu a potencialu elektrody a zptisobu
a rychlosti skenovani potencialu. OvSem jen stézi mohou byt nalezeny stejné podminky platné pro
vSechny bilkoviny. Na druhé stran€¢ by nemélo byt obtizné najit pro urcity individualni protein ta-
kové podminky, za kterych je povrchové rozvinuti bud’to minimalizovano nebo maximalizovano.

! —
riakivnl derakurovary
prokein

Obr. 10.4:  Nativni a denaturovany hovézi serum albumin. Chronopotenciometricky pik H se lisi od
di'ive popsanych polarografickych a voltametrickych elektrokatalytickych signalii bilkovin (i)
svoji schopnosti detegovat bilkoviny v nanomoldrnich a subnanomoldrnich koncentracich,
(ii) svoji mimorddnou citlivosti k lokdalnim a globdlnim zméndam ve struktuie bilkovin. Zatim
v§ak byl analyzovdn jen pomérné maly pocet bilkovin

V nedavné dob¢ bylo ukéazano, ze denaturované formy fady globularnich bilkovin poskytuji

mnohonasobné vy$§i pik H neZ jejich nativni formy . Bylo rovnéZ zji§téno, guanidinium chlorid
v nedenaturaénich koncentracich silné zvy3uje pik H nativnich i denaturovanych bilkovin °.
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10.2.3.2 Redoxni stavy peptidu a bilkovin

Dva cysteinové (Cys) zbytky v riznych ¢astech polypeptidového fetézce mohou byt oxidovany za
tvorby disulfidového miustku, je-1i zaruceno, Ze tyto zbytky jsou v sousedstvi trojrozmérné struktu-
ry bilkoviny. Disulfidové mustky se zpravidla nenachéazeji v intracelularnich proteinech. Reduko-
vany stav téchto bilkovin je Casto spojen s jejich biologickou aktivitou, jako napft. je jejich sek-
vencné specifickd vazba na DNA. Proto se hledaji metody schopné rozeznat redukované a oxido-
vané stavy bilkovin.

Elektroredukce disulfidickych vazeb

Elektrochemické metody jsou potencidlné uzite¢né pro tento ucel. Bylo publikovano nékolik pie-
hledti o adsorpci a redukcei bilkovin stejn€ jako jejich schopnosti katalyzovat vyvin vodiku na rtu-
tovych elektrodach. Stankovich a Bard (1977) studovali podrobné insulin a navrhli mechanismus
jeho elektrochemického chovani na HMDE. Prokazali, ze dvé pristupné disulfidické vazby byly
preruseny, zatimco tfeti, kterd byla ulozena v hydrofobni kapse, rtstala nedotCena. Reoxidace re-
dukované vazby na plivodni se vyskytla jen po kratkych Casech, po delSich ¢asech byla mozna reo-
xidace pouze jedné disulfidické skupiny. Znovuvytvoreni redukované disulfidické skupiny po krat-
kém c¢ase bylo mozné pravdépodobné proto, ze konformace bilkoviny byla ¢asteéné udrZzena na
povrchu HgS interakcemi a intramolekularnimi vodikovymi vazbami. Aby byla dosazena reoxida-
ce, sulthydrylové skupiny (vytvotené ptivodné elektroredukei) museji zlistat v t€sné blizkosti (ale-
spon po kratkou dobu), aby bylo umoznéno znovuvytvotreni disulfidické skupiny. Toto chovani
insulinu bylo konsistentni s chovanim ureasy, jejiz enzymaticka aktivita byla zru§ena a obnovena
oxidaci a redukci enzymu. Cecil a Weitzman (1964) pozorovali dal§i DC-polarografickou vinu
priblizné pti —1,2 V, kterou vysvétlili redukci bilkoviny ve druhé adsorpéni vrstveé. Pozdéjsi studie
cyklickou voltametrii naznacily zapojeni substance v roztoku spisSe nez adsorbované. Studie hové-
ziho serumalbuminu (BSA) ukazaly elektrochemické chovani v principu podobné chovani insulinu.
BSA o0 69 kDa se svymi 17 disulfickymi vazbami a jednou sulfhydrylovou skupinou je mnohem
komplikovangjsi bilkovina nez insulin s M, 5 700 a tfemi disulfidickymi vazbami. Model interakce
BSA se rtutovou elektrodou zahrnuje adsorpci BSA se silnou interakei neékolika exponovanych
disulfidickych vazeb s povrchem elektrody, zatimco struktura BSA je udrzovéna internimi disulfi-
dovymi vazbami a intramolekularnimi vodikovymi vazbami. Po elektroredukci exponovanych di-
sulfidi nejméné nekteré sulfhydrylové skupiny zistavaji v t€sné blizkosti, aby se mohly znovu
vytvofit pfi elektrooxidaci.

10.2.3.3 Agregace bilkovin

Znacny pocet lidskych chorob je spojen s poruchami sbaleni bilkovinnych molekul, které vyusti do
vadné funkce bunécné masinerie. Nedavno byla velka pozornost soustfedéna na skupinu chorob,
pti kterych se bilkoviny pfeménuji ze svych normalné rozpustnych forem do nerozpustnych fibril.
Kone¢na forma takovych agregatli ma ¢asto dobfe definovanou vlaknitou strukturu, znamou jako
amyloid. (Tento termin byl ptivodné pouzit pro diskusi o bilkovinnych agregatech, ponévadz nekte-
ré jejich vlastnosti pfipominaly Skrob/amylosu). Skupina asi 20 chorob zahrnuje choroby Alzhei-
merovu, Parkinsonovu, Creuzfeldt-Jakobsovu chorobu a dalsi. Kazda z chorob je spojena s uréitou
bilkovinou a uvazuje se, ze agregaty této bilkoviny jsou pfimou ¢i nepfimou pii¢inou patologic-
kych stavii. Zda se, ze prvni faze tvorby amyloidu zahrnuje tvorbu rozpustnych oligomerd, s na-
slednymi relativné nespecifickymi interakcemi.
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10.3 Parkinsovoa choroba (PD)

Prestoze klinické symptomy PD byly poprvé popsany ptiblizné pred 200 lety, zpravy o mozném
parkinsonském syndromu se datuji z idobi pied tisiciletimi. PD je druha nejcastéjs$i neurodegenera-
tivni choroba; je charakterizovana ztratou dopaminergnich neuronti v substantia nigra. Nékteré
prezivajici nigralni dopaminergni neurony obsahuji cytosolické vlaknité inkluse, znamé jako
Lewyho téliska (LB) a Lewyho neurity (LN); ty se také ucastni v patogenesi Alzheimerovy choro-
by a mnohocetné systémové atrofie. Bylo zjisténo, ze pfevaznou Cast fibrilarniho materialu v LB
a LN pfedstavuje a-synuklein. Nedavné studie signalizuji, Ze a-synuklein je kliovy ucastnik v
patogeneze nékolika neurodegenerativnich poruch.

10.3.1 a-Synuklein (ASyn)

ASyn byl poprvé popsan v roce 1988 jako neuron-specificky protein lokalizovany v jadie. Amino-

kyselinové sekvence tohoto proteinu vykazuje vysoky stupenn konzervace. Primarni sekvence lid-

ského ASyn (M, 14 000) zahrnuje 140 aminokyselin (aa). Miize byt rozd€lena do tii segmenti:

(1)  Zbytky 1-60 tvoii N-terminalni segment. Obsahuje Ctyfi 11-aa nedokonald opakovéani s he-
xamerovym motivem (KTKEGV).

(2) Centralni segment zahrnuje vysoce amyloidogenni NAC sekvenci (zbytky 61-95) obsahujici
dvé dalsi KTKEGYV sekvence.

(3) C-termindlni segment, ktery predstavuji zbytky 96-140, je obohacen o kyselé aa zbytky
a proliny, coz nasvédcuje neusporadané konformaci. V tomto segmentu jsou situovany tfi
konservované Tyr zbytky.

ASyn je siln€ exprimovan v riznych ¢astech mozku. Jako nativni je rozvinuty, ale podléha
agregaci, kterd vede k fibrilarnim strukturdm. /n vitro lze indukovat agregaci ASyn riznymi zpiiso-
by a je podporovana fadou podminek, které generuji oxidativni stres, a mutacemi v ASyn genu.
Agregovany ASyn vykazuje celou fadu riznych morfologii v zavislosti na inkubaéni dob¢ agregace
a podminek v roztoku, pfi cemz zralé amyloidni fibrily utvareji hlavni morfologii v pln¢ agregova-
nych roztocich fysiologickych pufri.

Elektrochemicka analyza a-synukleinu ASyn neobsahuje Zadna redox aktivni centra pro reversibil-
ni elektrochemii. Navic neobsahuje ani zadné cystinové nebo cysteinové zbytky, které poskytuji
signaly na rtutovych elektrodach, a ani tryptofan, oxidovatelny na uhlikovych elektrodach. Mezi
140 aa zbytky ASyn jsou pouze 3 tyrosiny. Moznosti elektrochemické analyzy této bilkoviny jsou
tedy dosti omezené. Presto vSak jsme se pokusili zkoumat schopnost ASyn katalyzovat vyvoj vodi-
ku na rtutovych elektrodach a oxidovatelnost tyrosinu na uhlikovych elektrodach. Nejdiive jsme
testovali HMDE ve spojenim s riznymi postupy elektrochemické stripovaci analyzy, konkrétné
linear sweep voltametry (LSV), square wave voltametry (SWV) a chronopotenciometrii konstant-
nim proudem (CP). Pii testu s HMDE pii 60 s akumula¢ni doby (#) pii koncentraci 2nM-ASyn
v 50mM fosfatovém pufru (pH 7,0) byly nejlepsi vysledky dosazeny s CPSA: byl ziskan dobie
vyvinuty pik H bez korekce pozadi. Pii podstatné vysSich koncentracich ASyn byl pozorovan
oxida¢ni pik Tyr (Y) zbytk® na uhlikovych pastovych elektrodach (CPE) pii +0,8 V jak pomoci
CPSA, tak SWV rozpoustéci analysy. Korekce zakladni linie byla nezbytna, aby se ziskaly dobie
vyvinuté piky.

Pik H nativniho a—synukleinu. Koncentracni zavislost piku H nativniho ASyn mezi 10 a 1 000nM
pti t4 60 s poskytla kfivku typickou pro adsorpcni procesy s linearni kalibraci az ke 175nM-ASyn.
Pti vysSich koncentracich se neménila plocha piku, coz indikovalo plné pokryti plochy elektrody.
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Potencial piku se pti zvySujici se koncentraci posouval k pozitivnéj§im hodnotam. ASyn (400pM)
adsorbovany z 5 pL kapky poskytl dobte vyvinuty pik H pfi 4 10 min, coz ukazalo schopnost AdT
CPSA detegovat ASyn az ke 2 fmolim, to je 30 pg.

Oxidace nativniho a-synukleinu na uhlikovych elektrodach. ASyn (250nM) v 0,2M acetatovém
pufru (pH 5,0) pfi ¢4 60 s produkoval CPSA a SWV odezvy, které se zménily v dobfe vyvinuty pik
Y po korekcei zékladni linie.

Agregace o-synukleinu. In vitro agregace 100uM-ASyn byla indukovana michanim pii 37 °C.
Elektrochemické odezvy nativniho ASyn byly pozorovany v ¢asovych intervalech, ve kterych jak
cirkularni dichroismus, tak fluorescence Thioflavinu T vykazovaly signifikantni zmény v odezvach
ASyn. Pik Y 3,5uM agregovaného ASyn byl o 9 % mensi nez obdobny pik nativniho proteinu
a potencial piku agregovaného proteinu byl lehce posunut k méné positivnim hodnotam. Za téchto
podminek byla uhlikova elektroda blizka plnému pokryti, coz naznacovalo, ze rozdil ve vysce piki
nativniho a agregovaného ASyn nebyly jednodusSe zplisobeny pomalejsim transportem agregova-
nych molekul k povrchu elektrody. Pozorovany pokles vysky piku Y a E, byl sice maly, ale signi-
fikantni a ukazal se jako potencialné uZzite¢ny pro studie pfechodu mezi nativnimi a plné agregova-
nymi stavy ASyn. Nicméné tato metoda nenabizela zadnou zvlastni vyhodu proti bézné uzivanym
metodam studia agregace ASyn.

Pik H. Vyrazné vétsi rozdily mezi nativnim a agregovanym ASyn byly pozorovany na HMDE.
Agregovany ASyn nedaval zadny pik H az k asi 100nM koncentraci, coz kontrastovalo s dobfte
vyvinutym pikem nativniho ASyn pii 2nM."Pik H 150nM agregovaného ASyn byl asi o0 77 % men-
§i a jeho E, bylo lehce mén¢ negativni (kolem 4 mV) nez piku H nativniho ASyn. Tyto vysledky
ukazaly, ze pik H reflektoval agregaci ASyn se zasadné vétsi citlivosti nez pik Y.

Pocatecni stadia agregace a-synukleinu. Prvni stadium v procesu tvorby amoyloidu je zvlasté di-
lezité z téchto divodi: (i) Tento krok na draze agregace urcuje rychlost nuklease a takto délku lag-
prodlevy, coz se povazuje za klicovy faktor pro veék nastupu ptislusné choroby. (ii) Nedavné studie
signalizovaly, Ze malé rozpustné oligomery amyloidogennich proteinti a peptidi mohou vykazovat
vy$si toxicitu nez zralé fibrily. Metody bézné pouzivané pro sledovani tvorby amyloidu se vyzna-
cuji vysokou citlivosti pro fibrilarni agregaty, ale ne pro pre-fibrilarni oligomery.

Zajimalo nas, jestli nase elektrochemické metody budou schopny detegovat jakékoliv zmény
v mezifazovych vlastnostech ASyn v ¢asovych intervalech, ve kterych fluorescencni a CD méteni
nevykazuji zadné zmény. V naSich prvnich pokusech jsme pozorovali maly pokles piku Y (jen
malo prevysujici experimentalni chybu) 24 h po iniciaci agregace. Na druhé strané, za tychz pod-
minek pik H poklesl pfiblizn€ na 41 % se sou¢asnym posunem £, vice nez 30 mV k méné negativ-
nim hodnotam. NaSe dalsi prace ukazala vyznamné zmény ve vySce a E, piku H v prib&hu prvnich
hodin inkubace ASyn. Tyto vysledky napovidaji tomu, Ze pik H indikuje proces, ktery probiha
v pocateéni lag fazi (nukleaci), jako je akumulace pre-fibrilarnich oligomert. Tento pfedpoklad je
podpofen nasimi predbéznymi vysledky, které ukazuji rizny Casovy pribéh v pre-agregacnich
zménach piku H, indukovanych nizkomolekuldrnimu latkami, o nichz je znamo, Ze ovliviuji ¢aso-
vy prub¢h agregace ASyn.

Pokud je nam znamo, naSe prace reprezentuje prvni ptipad, kdy agregace amyloidogenniho
proteinu je detegovdna metodami elektrochemické analysy. Pfi Caste¢ném pokryti elektrody tyto

metody mohou odrazet velké zmény v molekularni hmotnosti analyzované bilkoviny zplsobené
agregaci, protoze elektrochemicky signal je ovlivnén rychlosti transportu molekul k povrchu elek-
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trody. Na konci procesu agregace, kdy jsou vytvoreny velmi velké agregaty, elektrochemicky sig-
nal miZe zna¢né poklesnout aZ zcela vymizet. Na druhé strané€ signifikantni zmény v E, piku H
v poc¢ateénich stadiich agregace jsou neoCekavané. Mohou byt zptisobeny zménami v tom, Ze oli-
gomery jsou schopny lépe katalyzovat vyvoj vodiku. Podrobné vysvétleni mezifazového chovani
oligomerd nebude mozné bez lepsiho pochopeni katalytického procesu, odpoveédného za pik H.

Vyvin vodiku katalyzovany a-synukleinem na rtutovych elektrodach. Pti pouziti piku H pro ASyn
jsme dosahli citlivosti o nékolik fadt vyssi ve srovnani s pikem Y na uhlikovych elektrodach. Ne-
bylo zapotiebi korigovat zakladni linii a metoda nebyla optimalizovdna pro ziskani nejvyssi citli-
vosti pro stanoveni ASyn. Vysoka citlivost piku H je déna katalytickou povahou elektrodovych
procest na rtutovych elektrodach. Je dobfe znamo, Ze redukce protoni probiha na rtutovych elek-
trodach s nejvetsim prepétim mezi vSemi kovovymi elektrodami. Bilkoviny adsorbované na po-
vrchu rtuti jsou schopny snizovat toto piepéti a tim davaji vznik elektrochemickym signalim, které
jsou mnohem vétsi, nez kterékoliv signaly vyvolané obvyklymi procesy kontrolovanymi difusi.
Bilkovina vaze protony, které vstupuji do elektrodového procesu. Detailni schéma vyvoje vodiku
katalyzované bilkovinami a dal§imi slou¢eninami bylo navrZeno n¢kolika autory. V principu postu-
luji, Ze prevzeti elektronu protonovanym katalyzatorem BH™ produkuje radikal BH" s naslednym
vyvojem vodiku a regeneraci a protonaci katalyzatoru reakci s kyselou slozkou pufru. Predpoklada
se, ze do katalytické reakce bilkovin jsou zapojeny protonované aminoskupiny.

Ukazali jsme, Zze 400pM-ASyn se da stanovit v objemu 5 pL. pfi rozumnych akumulaénich
¢asech (napf. z4 = 600 s), coz odpovida 30 pg bilkoviny. Nicmén¢ toto neni nejvyssi citlivost dosa-
zitelnd touto metodou. Nase predbézné vysledky napovidaji, Ze optimalizaci podminek, zejména
snizenim pH zakladniho elektrolytu, dovoli detekci jest¢ nizSich koncentraci ASyn a menSich
mnozstvi ASyn. Agregace miize byt také monitorovana pomoci A5y rozpustného materialu po ul-
tracentrifugaci vzorku ASyn. S pouzitim piku H mohou byt analyzovana velmi mala mnozstvi
ASyn v sedimentech stejn¢ jako zmény koncentrace ASyn v supernatantu, ¢imz se doplni data zis-
kané spektrofotometrii. V jinych pfipadech, kdy tak vysoka citlivost stanoveni neni zapotfebi, moh-
ly by se pouzit pro studium agregace ASyn dalsi elektrochemické metody vedle CPSA, ov§em tato
méteni budou vyzadovat vys$si koncentraci ASyn.

10.4 Interakce DNA—proteiny

V organismech ma velké mnozstvi bilkovin schopnost vazat DNA. Bylo odhadnuto, Ze typicky 6 az
7 % eukaryotického genomu a 2 az 3 % prokaryotického genomu koduje bilkoviny vazajici DNA.
Tyto bilkoviny hraji centralni roli v mnoha aspektech genetické aktivity organismu, jako je tran-
skripce, replikace, sbaleni NDA atd. Je proto extrémné diilezité zkoumat procesy vazby DNA na
bilkoviny a povahu komplexi vytvofenych mezi DNA a proteiny. V porovnani s DNA a RNA jsou
tiletich jsme svédky obrovské expanze v ziskavani vysoce kvalitnich struktur DNA vazajicich bil-
kovin. Tyto struktury a zvlasté jejich komplexy s DNA zajistily cenné néhledy do principti vazby,
vcetné toho, jek je specificka sekvence DNA rozpoznéavana proteinem a jak je struktura DNA zpra-
vidla modifikovana pfi vazbé na bilkovinu. Na zakladé strukturni analyzy 240 DNA-protein kom-
plexi obsazenych v Proteinové databance (PDB), bilkoviny vazajici DNA byly klasifikovany do
osmi raznych strukturné-funkénich skupin, dale rozdélenych do 54 strukturnich rodin. Vedle vyso-
korozlisujici rtg-krystalové analyzy byla pouzita celd fada metod ke studium interakci

DNA-—proteiny. Na druhé strané¢ az do nedavné doby naprosto chybélo vyuziti metod elektroche-
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mické analyzy ke studiu interakci DNA—proteiny. Uvazime-li, Ze DNA i bilkoviny jsou elektroak-
tivni a mohou byt analyzovany s vysokou citlivosti, aplikace elektrochemické analyzy pro
DNA-proteinové interakce se jevi jako pfirozena a velmi slibna. Nase nedavné vysledky nasvédcu-
ji tomu, ze samoorganizujici monovrstvy (self-assembled monolayers, SAMs) thiolovanych ODN
(HS-ODN) mohou najit uplatnéni pfi studiu interakci proteint s nukleovymi kyselinami.

10.4.1 Thioalkany a thiolované ODN na zlatych a rtut'ovych elektrodach

SAM thiolovanych ODN (HS-ODN) byly pozorovany na zlatych elektrodach a detailné studovany
atomovou silovou mikroskopii, elektrochemickymi i jinymi metodami. Byly Casto pouzity v DNA
senzorech v kombinaci s redox indikatory diky tomu, Ze na zlatych elektrodach neni DNA elektro-
chemicky aktivni. SAMy vytvofené riznymi thioalkany byly studovany na rtutovych elektrodach,
které nabizeji atomarné hladky povrch rtuti bez defektli, coz je pro tvorbu SAM idealni. Pokud je
nam znamo, nebyla publikovana zadné zprava o vytvofeni SAM z HS-ODN na rtutovych elektro-
dach. Nedavno jsme pozorovali tvorbu HS-ODN SAM na rtutovych elektrodach a zjistili jsme, ze
tyto ODN jsou elektroaktivni, nebot’ vykazuji rozdilné signaly v rliznych médiich. Kromé toho
jsme nasli, ze tyto ODN poskytuji n€kolik specifickych voltametrickych signali v roztocich obsa-
hujicich kobalt, ne vSak v roztocich bez kobaltu.

10.4.1.2 HS-ODN v roztocich obsahujicich kobalt

Studovali jsme voltametrické chovani thiolovanych ODN v Brdi¢kovych roztocich obsahujicich
kobalt, které jsou vhodné pro elektrochemickou analyzu peptidi obsahujicich cystein a analyzu
bilkovin. KdyZ jsme pouzili DPV-adsorptivni transfer striping (ex sifu), mohli jsme zméfit celou
fadu thiolovanych a nemodifikovanych ODN. VétSina métfeni se uskuteCnila s 21-merem ODN,
HS-(CTT),, ktery byl ptipojen na HDME a DNA-modifikovana elektroda byla ponotfena do prazd-
ného zékladniho elektrolytu obsahujiciho kobalt. Tento ODN poskytl pti DPV né¢kolik signala; dva
z nich, totiz pik 3 a méné negativni pik 2 se zvySovaly se zvySujici se koncentraci pufru, coz na-
znacuje, ze tyto piky jsou zpusobeny katalytickym vyluCovanim vodiku. Tyto piky tedy maji po-
dobny charakter jako polarografické a voltametrické signaly peptidd obsahujicich cystein a bilko-
vin v témze prostiedi. Byl pouzit standardni zékladni elektrolyt obsahujici 1mM-[Co(NH;)s]*",
0,1M-NH,CI, 0,1M-NH,OH, pH 9,5, ale podobné vysledky byly ziskany i v 1mM-[Co(NHz)s]*",
0,1M boratovém pufru pH 9,2; v tomto médium byly signaly HS-ODN o hodn¢ mensi. Pik 3 sub-
mikromolarniho HS-(CTT); byl mnohem vyssi nez BCR peptidu obsahujiciho cystein asi 10krat
koncentrovanéjsiho. Pik 3 se objevoval u mén¢ negativnich potencialli nez piky peptidil, coz dovo-
lovalo métit oddélené signaly HS-ODN a peptidi. HS-(CTT); byl zméten také na pevnych amal-
gamovych elektrodach, na nichz poskytoval signaly podobné jako na HMDE. Tato nova moznost
m¢éfit signaly thiolované DNA v médiich vhodnych pro analyzu proteind se jevi jako slibna pro
vyvoj elektrochemickych senzort DNA-proteinovych interakci, které se mohou uplatnit v genomi-
ce a proteomice. Nedavno bylo zjisténo, ze HS-ODN vytvaieji na rtutovych elektrodach husté
uspoiadané SAM *, podobné vrstvam thioalkant na tychz elektrodach, které se chovaji jako izolato-
ry branici pfenosu elektrond.

10.4.2 Elektrochemicka analyza interakci DNA-proteiny

Nedostatek elektrochemickych praci o interakcich DNA-proteiny byl zptsoben n¢kolika faktory,
jako jsou:

137



(i)  nedostatek citlivych stanoveni bilkovin, které neobsahuji skupiny umoziujici rychly ptfenos
elektronil na zlatych elektrodach;

(il))  tézkosti s detekci proteind tzv. jednopovrchovymi technikami, ponejvice pouzivanymi v
elektrochemickych censorech pro hybridizaci DNA;

(iii) nedostatek komeréné dostupnych bilkovin, které se specificky vazi na DNA a/nebo problémy
se slouc¢eninami zpravidla pfitomnymi v roztocich, ve kterych jsou bilkoviny uskladnény apod.

Podobné¢ jako senzory pro hybridizaci DNA, censory pro interakce DNA-proteiny mohou byt zalo-
zeny bud’to na jednopovrchové metod¢, ve které se provadi na stejném povrchu DNA-proteinova
interakce a jeji detekce, totiz na elektrod¢, anebo na technice dvojiho povrchu. U této techniky se
interakce DNA-protein uskute¢ni na jednom povrchu, zatimco detekce probéhne oddélené na de-
tekéni elektrodé. Nedavno se objevily prvni prace zalozené na obou téchto piistupech. Budou
struéné probrany v nasledujicich odstavcich.
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Obr. 10.5: DNA koncové znacend skupinou —SH vytvdii na rtut’ovych elektroddach samous-
poidadané vrstvy. Thiolovanda DNA (HS-DNA) poskytuje na rtut’ovych elektroddch
signaly podminéné redukci bazi (pik C) a redukci vazby Hg-S. Pik C poddva infor-
maci o kontaktu bazi s povrchem elektrody a indikuje zménu orientace molekul HS-
ODN; pii nizké povrchové koncentraci HS-ODN leZi molekuly na povrchu Hg elek-
trody na plocho, p¥i vysokych koncentracich mohou byt orientovany téméi kolmo k
povrchu a vytvdaiet velmi husté vrstvy nepropoustéjici pienos elektronii

Jednopovrchové metody. V principu interakce DNA s proteiny vyvold zmény v DNA, jako jsou
zlomy fetézcl zpusobené nukledzami, coz lze elektrochemickymi metodami snadno sledovat. Na
priklad stépeni nadsroubovicové DNA deoxyribonukleasou I v roztoku a na rtutovém povrchu bylo
prozkoumavano AC-voltametrii. Zavedeni jednotetézovych zlomli do molekuly DNA se projevilo
specifickym signalem. Tento signal byl pouzit ke studiu kinetiky S§tépeni DNA. Ve srovnani se
Stépenim v roztoku kinetika §tépeni DNA adsorbované na povrchu naznacila omezenou piistupnost
DNA adsorbované na povrchu. Stépeni imobilizované DNA bylo ovlivnéno nabojem elektrody. Na
positivné nabité elektrodé enzymaticka reakce byla ve své pocatecni fazi inhibovana, zatimco mir-
né€ negativné nabita elektroda stimulovala enzymatické Stépeni DNA. Nedavno Kerman a spol.
(2005) pouzil jednosténné uhlikové nanotrubicky (single-walled carbon nanotubes, SWCNT), kte-
rymi modifikoval tisténé uhlikové elektrody na jedno pouziti (screen-printed carbon electrodes,
SPCE). V tomto systému monitoroval interakci proteinu vaziciho se na jednotetézovou DNA (sing-
le-strand binding, SSB). SSB je homotetramerni protein (M; 4 x 18 800), ktery hraje ddlezitou roli
pri rekombinaci, replikaci a opravé DNA. Kazdy monomer SSB obsahuje 4 tyrosinové a 3 trypto-
fanové zbytky, oxidovatelné na uhlikovych elektrodach. DNA byla navazana na SWCNT-SPCE
prostfednictvim svého amino konce a DNA modifikovana elektroda byla ponotfena do roztoku SSB
(10-50 pg mL™"). Po vazb& SSB na jednofetézovou DNA se objevil oxidaéni signal bilkoviny
a poklesl guaninovy signal DNA. Zadny proteinovy signal se neprojevil pfi interakci dvousroubo-
vicové DNA s roztokem SSB.
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Zmény v prenosu naboje v DNA na zlatych elektrodach vyvolané proteiny. Zajimavy piistup ve
studiu interakci DNA—proteiny vyvinula Bartonova a spol. (2002). Spoc¢iva v transportu naboje
zprostiedkovaném dsDNA. Bylo prokazano, Ze vazba base-flipping enzymu MHhal na dsDNA
velmi snizuje signal daunomycinu vazaného na DNA, coz svéd¢i o tom, ze vazba tohoto proteinu
narusila integritu stohovani (stacking) basi zptisobenou vybocenim basi (flipping) z duplexu. DNA
reparujici enzym (MutY), ktery se vaZe na nespravna spojeni 8-0xo-G:A a G:A, byl vyuzit pro
detekci vadného parovani jedné base. Tato metoda se vSak neosvédcila, nebot’ vyboceni (flipping)
basi nebylo zjisténo. Na druhé strané, tataz skupina pozd¢ji prokazala, ze [4Fe4S] klastr, obsazeny
v MutY, mize byt pouzit pro detekci MutY-DNA interakci. Piestoze MutY neni detegovatelny v
nepfitomnosti DNA, MutY véazany na DNA vykazuje reversibilni dvojici pii CV na zlatych elek-
trodach. Tato metoda vyzaduje enzym s prostetickou skupinou schopnou podstoupit redoxni proces
za urcitych podminek a pomérné vysokou koncentraci MutY.

Zmény v katalytickych signalech thiolovanych DNA na rtutovych elektrodach. Schopnost peptidi a
bilkovin poskytovat signaly diky katalytickému vylu€¢ovani vodiku, jako jsou pik H a BCR v rozto-
cich obsahujicich kobalt, podobné jako stripovaci proudy vztahujici se k reduck vazby HgS nabize-
ji velké moznosti rtutovych elektrod pfi zkoumani interakci DNA—proteiny. Vysoka citlivost piku
H byla vyuzita pti analyze interakci DNA-proteiny pomoci DST.

ey

Nase predbézné vysledky naznacuji, Ze pouziji-li se rtutové elektrody s imobilizovanymi
thiolovanymi ODN, snad bude mozné sledovat nejen cystein obsahujici bilkoviny (které davaji
BCR), ale i interakce DNA s bilkovinami neobsahujicimi cystein/cystinové zbytky, jako jsou histo-
ny a protaminy. To znamen4, Ze by mohlo byt mozné sledovat jak sekvencné specifické, tak nespe-
cifické elektrostatické vazby DNA-protein. Histony zprostfedkovavaji skladani DNA ve vétSing
eukaryotickych bun¢k. Histony mohou byt oddéleny od DNA pomoci vysoké koncentrace soli, coz
nasvédcuje tomu, Ze povaha hlavnich interakci mezi histony a DNA je elektrostaticka. Smichali
jsme 1uM HS-(CTT); s ekvimolarnim mnozstvim histonu H2A jednak pii nizké, jednak pfi vyso-
ké koncentraci NaCl a po kratké inkubaci byla HMDE ponotena do smési na 60s a promyta. Modi-
fikovana elektroda byla pak pfenesena do prazdného kobalt obsahujiciho zékladniho elektrolytu
a provedeno DPV méfeni. Experimentalni uspofadani bylo podobné jako v praci Ostatnd a spol.
(2005), ale pH elektrolytu bylo 7,5. Katalyticky signal thiolovaného ODN byl méné intensivni, ale
podobny jako pfi pH 9,5. Inkubace DNA s histonem pii nizké koncentraci NaCl (50mM) m¢éla za
nasledek silny pokles piku 2 HS-ODN. Zadny pokles tohoto piku nebyl pozorovan, kdyz byla in-
kubace provedena v 1 M-NaCl, cozZ jsou podminky neptiznivé pro vazbu DNA-histon. Tato metoda
se jevi jako citlivéjsi nez shora diskutované postupy.

Dvoupovrchovd technika (Double-surface technique, DST). Vazba prakticky jakéhokoliv proteinu
na DNA (nebo RNA) mize byt detegovana elektrochemickou DST. Napiiklad DNA miize byt
snadno navazana na magnetické kulicky, provedena interakce s bilkovinou s naslednym promytim,
navazany protein oddisociovan a elektrochemicky detegovan na rtutovych elektrodach (napf.
s vyuzitim piku H) nebo na uhlikovych elektrodach (obsahuje-li bilkovina oxidovatelné tyrosinové
nebo tryptofanové zbytky). Vysoka citlivost piku H ¢ini rtutové elektrody zvlasté ptitazlivé pro
detekcei bilkovin, ale pouziti uhlikovych elektrod, v kombinace s t¢innou korekci zékladni linie,
muze byt vyhodnéjsi pro censory, u kterych se nevyzaduje vysoka citlivost pro stanoveni bilkovin.
Oba typy elektrod byly pouzity pii studiich interakci proteinu MutS s DNA, s imyslem detegovat
v DNA bodové¢ mutace.
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Vazba proteinu MutS na DNA obsahujici jedinou Spatné parovanou dvojici basi. Protein MutS
hraje dulezitou roli v systémech opravy DNA jak v prokaryontnich, tak eukaryontnich bunkach;
rozpoznava neparované a Spatné parované base ve dvousroubovicové DNA a da se pouzit pro de-
tekci bodovych mutaci in vitro. Nedavno jsme prokazali, ze mald mnozstvi tohoto proteinu mohou
byt detekovana elektrochemicky jak na rtutovych, tak uhlikovych elektrodach, bez jakéhokoliv
znaceni. Pomoci piku H byly detekovany desitky attomolt této bilkoviny.
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Obr. 10.6. Interakce DNA-protein s vyuZitim dvojpovrchové techniky bez znaceni proteinu.
Biotinylovand dvousroubovicovi DNA byla imobilizovana na magnetickych ku-
lickach pokrytych streptavidinem a smichdna s bilkovinou. Po magnetické separaci
byla bilkovina uvolnéna z vazby s DNA a bilkovina byla stanovena na rtut’ové nebo
uhlikové elektrodé. S vyuZitim proteinu MutS byla takto prokazoviny bodové mutace
v DNA (Palecek et al., 2004)

Citlivost stanoveni na uhlikovych elektrodach byla o vice nez tfi fady nizsi. Kombinace vy-
soké citlivosti piku H s DST vyustila v metodu pro stanoveni bodovych mutaci v DNA. Pfipravili
jsme biotinylované duplexni DNA navazané na magnetické kulicky a nechali interagovat imobili-
zovanou DNA s MutS proteinem. Mnozstvi navazaného proteinu bylo deteGovano na HMDE
s pomoci piku H. Touto cestou bylo zjisténo chybné parovani jediné base a inserce nebo delece
basi. Pomoci CPSA byla stanovena pikogramova mnozstvi MutS po jeho uvolnéni z kuli¢ek. Tato
velmi citliva detekce MutS bez znaceni oteviela cestu pro vyvoj DNA ¢ipt pro vysoce vykonné
elektrochemické stanoveni bodovych mutaci v genomové DNA a podpofila soucasné tendence,
smeétujici k doplnéni optické detekce v senzorech pro hybridizaci DNA jednodussimi a levnéjSimi
elektrochemickymi metodami. Navic, tyto metody representuji novy pfistup k analyze NA-
proteinovych interakci, aplikovatelny na velké mnozstvi NA vazicich proteinti.

Seznam zKkratek

AC (alternating current) stfidavy proud; ACV (AC-voltammetry) voltametrie stfidavym proudem,;
AdS (adsorptive stripping) adsorptivni rozpoustéci; AdTS (adsorptive transfer stripping) adsorptiv-
ni pfenosova rozpoustéci; ASyn (a-synuclein) o-synuklein; BCR (Brdicka’s catalytic response)
Brdickova katalyticka reakce; CNT (carbon nanotubes) uhlikové nanotrubicky; CP (constant cur-
rent chronopotentiometry) chronoptotenciometrie stiidavym proudem; CPE (carbon paste electro-
de) uhlikova pastova elektroda; CPSA (constant current chronopotentiometric stripping analysis)
chronopotenciometricka rozpoustéci analyza konstantnim proudem; CV (cyclic voltammetry) cyk-
licka voltametrie; DC (direct current) stejnosmérny proud; DME (dropping mercury electrode)
rtutova kapkova elektroda; DPP (differential pulse polarography) diferen¢ni pulsni polarografie;
DPV (differential pulse voltammetry) diferencni pulsni voltametrie; DST (double surface tech-
nique) dvojpovrchova technika; ds (double-stranded) dvojsroubovicova; HMDE (hanging mercury
dropping electrode) visici rtutova kapka; LSV (linear sweep voltammetry) voltametrie s linearni
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¢asovou zékladnou; NPP (normal pulse polarography) normualni pulsni polarografie; ODN (oligo-
deoxyribonucleotides) oligodesoxyribonukleotidy; PNA (peptide nuclic acid) peptidova nukleova
kyselina; SAM (self-assembled monolayer) samoorganizujici monovrstva; ss (single-stranded)
jednotetézova; SST (single-surface technique) jednopovrchova metoda; SWV (sqare wave volt-
ammetry) pravouhla voltametrie; ta (accumulation time) akumulacni ¢as; Trp (tryptophan) trypto-
fan; Tyr (tyrosine) tyrosin
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"V této monografii jsou elektrochemii bilkovin vénovany néasledujici kapitoly: konstrukce senzor (A. War-
sinke et al. s. 451), rozsahly ptehled pfimé elektrochemie bilkovin a enzymt (E.E. Ferapontova ze skupiny
Lo Gortona, s. 517) a specializovana stat’ vénovana katalytickému vyvoji vodiku (M. Heyrovsky, s. 657).
Podrobngjsi prehled elektrochemické aktivity bilkovin od autora (E.P.) zaCind na str. 694, historii polarogra-
fie bilkovin pfiblizili P. Zuman spolu s E.P. (s. 755). kapitola o elektrochemii nukleovych kyselin (E.P. a F.
Jelen) je na s. 74).
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11. CHEMICKE SENZORY: PREDSTAVUJI BUDOUCNOST

ANALYTICKE CHEMIE?

V. Kral, M. Krond’ak, M. S‘t’astn_)f, R. Volf, G. Broncovd, T. Shishkanova, K. Hldvka a Z.
Kejik
Vysoka $kola chemicko-technologickad v Praze, Ustav analytické chemie, Laborator

molekularniho rozpozndvani
Vladimir.Kral@vscht.cz

11.1 Uvod

Analyticka chemie, a pfedevsim bioanalyticka chemie, stoji v sou¢asnosti pfed fadou vyzev. Jsou
jimi piedevsim obrovské mnozstvi analyzovanych vzorka (biologické materialy v klinické analy-
tické chemii, analyza kombinatoridlnich knihoven), dale vysoké pozadavky na rychlost analyz
a v neposledni fad¢ jejich cena. Tento text odpovida na otazku, jaké vyhody muize v této souvislosti
nabidnout senzorova analyza.

Zatimco klasicka analyticka chemie je zaloZena na definované reakci analytického Cinidla se
s stanovovanou latkou, senzorova analyza naopak vyuziva tvorbu specifického komplexu recepto-
rové vrstvy pro detekci analytu. Z toho vyplyva celd fada vyhod, které budou dale piedstaveny,
predevsim pro rychlost analyzy a pouziti v modu vysokokapacitni metody.

Analyza chemického sloZzeni materialii je oborem, ktery zasahuje do témeét vSech oblasti
lidské ¢innosti. Vysledky chemickych analyz urcuji prodejni cenu mnohych materialti nebo rozho-
duji naptiklad o zptisobu 1écby pacienta. Chybny nebo nedostate¢né presny vysledek mohou vést
v prvém pripadé k velikym finanénim ztratam a v druhém ptipadé k fatalnimu selhani 1écby. Dal-
Sim dulezitym kritériem je rychlost analyzy. Lékafi na operacnim sale nemohou ¢ekat na vysledek
jednotlivych rozbori prili$ dlouho, pifi nékterych operacich dokonce pozaduji kontinualni monito-
rovani koncentraci Zivotn¢ dilezitych slozek organismu. Nezanedbatelné jsou i financni naklady na
analyzu, které velmi zaviseji na racionalnim pfistupu a ziskavani pouze nezbytné nutné informace.
V soucasné dob¢, predevSsim ve farmaceutickém primyslu, pfedstavuji ndklady na analyzu 1é¢iv
velmi vyraznou ¢ast rozpoctu celého projektu. Skloubit tyto pozadavky vede k vyvoji stale novych
analytickych on-line-technik zalozenych predevsim na integrovanych snimacich chemické velic¢iny
— chemickych senzorech.

11.2 Definice chemického senzoru

Vlastni senzor je kompozitni zafizeni, které sestava z nékolika funk¢nich ¢asti (obr. 11.1). Aktivni
vrstvou (t€Z nazyvanou senzorovy element) mize byt vrstvicka uméle vytvorena pfi prefabrikaci
senzoru, ale také napf. elektrodova dvojvrstva vytvotena automaticky na povrchu kovové elektrody
pii styku s elektrolytem. U modula¢nich metod, kdy se sleduji zmény charakteristickych vlastnosti
frekvencéniho signalu (napf. amplituda ¢i faze), byva aktivni vrstvou pouhy analyzovany vzorek ¢i
¢ast sledovaného systému, kterym prochazi ,,Cisty* signal (signal s nulovou informaci). Pfitomnost
analytu (detegované latky) generuje chemickou ¢i fyzikalni zménu v aktivni vrstvé senzoru (u mo-
dulaénich detektorti pouze piechodné s relaxaci béhem jedné periody stiidavého signalu); nakonec
vSak musi dojit k trvalé ¢i prechodné zmén¢ urcité méfitelné fyzikalni veliiny (pii zméné chemic-
kého slozeni vrstvy typicky ke zméné jejiho zabarveni, naboje nebo vodivosti). Pokud doslo in-
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terakcei s analytem ke zméné chemického slozeni aktivni vrstvy doprovazené fyzikalni zménou, pak
tuto zménu zpracuje fyzikalni prevodnik signalu, jehoz vystupem je informace v elektrické forme
(napéti, proud ¢i elektricky odpor). Elektricky proud, odpor ¢i ,,mékky‘ napétovy signal, se preve-
dou aktivné (s pouzitim zesilovacll) na analogové napéti a analogové-Cislicovym pifevodnikem na
Cislicova data.

Aktivni vrstva Fyzikalni

ilovac Eavodnd Cislicové
senzoru [P prevodnik signélu ZesllovaC  Lp) AID prevodnik 1y,

Zpracovani signalu

Obr. 11.1: Schéma chemického senzoru

11.3 Rozdéleni a zakladni vlastnosti chemickych senzoru

V praxi se pouziva nékolik riznych typu fyzikalnich pfevodniki, které 1ze roz¢lenit mnoha zpiso-
by. Prvé rozd€leni je na zéklad¢ nosice informace a rozliSuji se tak senzory elektrické, které posky-
tuji elektricky vystupni signal, a senzory neelektrické, napi. mechanické. Elektrické senzory
z mnoha praktickych diivodid dominuji a lze je dale z praktické hlediska rozdélit na elektronické,
polovodicové a mikroelektronické. Jiny zptsob klasifikace fyzikalnich pfevodnikt je podle druhu
snimané veliiny na snimace mechanické (poloha, otacky,...), tepelné (teplota, tepelny tok,...),
elektrické (proud, napéti, vykon,...), magnetické (magneticka indukce, intenzita pole,...), radiacni
(intenzita zafeni ve viditelné oblasti, UV, infracervené, a, 8, v, RTG,...) a konecné chemické. Tteti
moznosti klasifikace je d€leni na snimace aktivni, které jsou zdrojem energie, a snimace pasivni,
které samy o sobé zdrojem energie nejsou. Ctvrtym zptisobem je rozdéleni podle zptisobu interakce
s méfenym prostiedim na snimace dotykové a bezdotykové.

Tab. 11.1: Piehled chemickych senzori

ELEKTROCHEMICKE SENZORY s kapalnym elektrolytem

s tuhym elektrolytem

SENZORY S MIKROELEKTRONICKOU ISFET

STRUKTUROU < CSFET

work function senzory

SENZORY ZALOZENE NA MERENI metaloxidové senzory
ELEKTRONOVE VODIVOSTI <
chemirezistory
SENZORY ZALOZENE NA MERENI TEPLOTY - — pelistory, pyroelektrické senzory
T tepelné vodivostni senzory
HMOTNOSTNI SENZORY kfemenné mikrovahy (BAW
\

surface acoustic wave senzory (SAW)

OPTICKE SENZORY
optrody
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11.4 Parametry senzoru

Jako u kazdého zatizeni vyvstava potieba popsat parametry jednotlivych senzord. Prvnim kritériem
hodnoceni chemickych senzori je jejich selektivita. Koeficient selektivity udava, kolikrat poskyt-
ne senzor nizsi signal pfi méfeni interferentu nez pii méteni sledovaného analytu, maji-li interferent
a analyt stejné koncentrace. Pro stanoveni tzv. koeficientd selektivity u iontové selektivnich elek-
trod lze v odborné literatufe nalézt mnoho riznych metod, které jsou mnohdy ovliviiovany vné&jsimi
podminkami. Proto je vzdy vhodné selektivitu experimentalné ovéfit pii téchto konkrétnich pod-
minkach. Pro prakticka méfeni by koeficient selektivity mél byt alesponn 0,001, mnohdy se vSak
musime spokojit se selektivitou podstatné nizsi.

Dals§im parametrem posuzovanym u senzoru je mez detekce. Tato veli¢ina udava nejmensi
moznou koncentraci analytu, kterd je ve vzorku detegovatelnd. Doporuceni [IUPAC definuje de-
tekéni limit jako trojnasobek smérodatné odchylky signalu, ktery je ziskan métenim slepého vzorku
(vzorku o nulové koncentraci analytu). Tento zpusob vyjadfeni ma vSak i nékteré nevyhody
a v praxi je mnohem casté¢ji vyuzivana metoda, kdy se linedrni ¢asti (pro koncentrace, kde je signal
pfimo umérny koncentraci) a konstantni ¢asti (pro malé koncentrace, pti kterych signal nezavisi na
koncentraci) prolozi dvé piimky a detek¢ni limit je udan jejich prasecikem (n€kdy se téz nazyva
prakticky deteké¢ni limit). V odborné literatute se vedou velice bouflivé polemiky o relevantnosti
obou pfistupti a doporucuje se proto vzdy uvadét zplisob, jakym byl dany detekéni limit ziskan.
Analogicky lze ziskat tzv. ,,horni* detekcni limit, ktery v§ak nema takovou diileZitost jako detekéni
limit ,,spodni‘, nebot’ je-1i vzorek pfili§ koncentrovany, je snadné ho natedit.

Tretim parametrem je koncentrani rozsah senzoru. Koncentra¢ni rozsah je rozmezi kon-
centraci, mezi kterymi Ize stanovit koncentraci analytu. Je-1i koncentrace mezi dolni mezi koncent-
racniho rozsahu a dolnim detekénim limitem, I1ze urcit, zda je analyt pfitomen ¢i nikoli, ale nelze
urcit jeho koncentraci. Totéz analogicky plati pro horni mez koncentra¢niho rozsahu a horni de-
tek¢ni limit. Koncentraéni rozsah se nékdy téZ nazyva rozsah linearity, nicméné v praxi nemusi byt
odezva striktné linearni, sta¢i je-li monotonni a dostate¢né strma.

Ctvrtou zakladni charakteristikou senzoru je citlivost, ktera byva udavana jako zména vy-
stupniho signalu na jednotkovou zménu koncentrace. Pfedpokladem pro toto vyjadfeni je linearni

e

odezva senzoru. Obecné plati, Ze ¢im strmg&jsi je jeho kalibra¢ni kiivka, tim 1épe.

Dynamické vlastnosti senzorii charakterizuje €asova konstanta senzoru v jejim b&zném
vyznamu v meéfici technice. Dlouhodoba Casova stalost je popisovana poklesem citlivosti a udava
se v procentech za jednotku Casu. Pro praktické pouziti hromadné vyrabénych senzort je dulezita
i doba mezi rekalibraci senzoru, tento ¢asovy interval zpravidla urCuje vyrobce.

11.5 Hmotnostni senzory

Hmotnostni senzory tvoii asi 6 % pouzivanych chemickych senzord a jsou navic i velice perspek-
tivni. Pfiristek hmotnosti na aktivni plose senzoru generuje zménu elektrického signalu. Prvni ty-
pem jsou QCM senzory (z anglického Quartz Crystal Microbalances). Na povrchu piezokrystalu
zapojeného v oscilatoru je nanesena aktivni vrsta s receptorem, ktery je schopen selektivné kom-
plexovat analyt. Na této vrstviCce se vratné sorbuje analyt z plynného vzorku a to tim vice, ¢im
vyssi je jeho koncentrace ve stanovovaném médiu. Zména kmitoCtu oscilatoru souvisi se zménou
hmotnosti citlivé vrstvicky deponované na povrchu piezokrystalu podle vztahu:
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Af = £ _Am_

NpF

kde Af'je zména frekvence, f je zakladni frekvence oscilatoru, Am je zména hmotnosti na povrchu
krystalu, N je frekven¢ni konstanta, p je hustota sorbentu a F jeho plocha. Touto sorpci dochazi ke
zmén€ hmotnosti vrstvickym, a tim i zmén¢ vlastni frekvence oscilatoru. Schematicky je systém
znazornén na obr. 11.2. Zakladni frekvence oscilatoru se pohybuje v fadu 1 az 10 MHz a systém
musi byt dobfe temperovan na konstantni teplotu a navic je teplotné kompenzovan pouzitim dife-
ren¢niho uspofadani zatizeni. To je rovnéz citlivé na pratok média a proto musi byt prutok udrzo-
van konstantni.

Urcitou nevyhodou je nelinearita odezvy. Dosahované detek¢ni limity jsou typicky 1 az 10 ppm
pro plyny. V praxi se QCB pouzivaji pouze pro plyny. Mezi pouzivané sorbenty patii naptiklad
trietanolamin (na SO,), sorbova kyselina s AgNO; (NH;), carbowax550 (toluen), Pd (H,, detekéni
limit 10 ppb!) a LiCl v Zelating (stanoveni vlhkosti).

Referent ni
oscilator —l_.
Sméénva-'r'. AID
frekvenci 'I
Méafici | F Y
oscilator
Rozdilova frekvence

_____—Méfici cela

T Kfemenny vybrus s& sorbentem

Obr. 11.2: Schéma hmotnostniho senzoru QCM

Jinym obdobnym druhem hmotnostnich snimact jsou tzv. snimace SAW, kde SAW je zkrat-
kou z anglického Sourface Acoustic Wave, tedy povrchova akusticka vina. Principem techniky je
vygenerovani Rayleighovy akustické viny, ktera se §iii po povrchu podlozky modifikovaném selek-
tivné reagujicim sorbentem, pfi¢emz zména hmotnosti tohoto povrchu zptsobi zménu rezonan¢ni
frekvence (Af) senzoru vlivem absorbovaného analytu. Zména rezonancni frekvence je piimo
umeérna ¢tverci rezonancni frekvence a plosné hmotnosti citlivé vrstvy. Pracovni frekvence senzoru
se voli v rozsahu od 10 MHz do tfadové jednotek GHz a dosahované detekcni limity jsou velmi
nizké, typicky 10 az 107" g, coz odpovidé napt. koncentraci 100 ppb SO, ve vzduchu.

11.6 Teplotni senzory

Teplotni senzory jsou nejcastéji zaloZzeny na vzniku tepelného efektu na fazovém rozhrani kapali-
na—tuhd faze nebo plyn—tuha faze, pti¢emz plyn nebo kapalina jsou analyzovanym vzorkem a tuha
faze je teplotnim senzorem, jehoZ povrch je vhodnym zptuisobem upraven latkou (katalyzatorem)
umoznujici reakci analyzované slozky vzorku a reagencie, kterd se ke vzorku v dostate¢ném mnoz-
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stvi pfidava. Mozné je také uspotfadani, kdy latka nanesena na povrch teplotniho senzoru piimo
reaguje s analytem v plynné nebo kapalné fazi za vzniku tepelného efektu.

Prikladem prvniho typu senzoru jsou diferencni teplotni biochemické senzory, pficemz na
povrchu jednoho z nich je zakotven enzym (biokatalyzator) a druhy senzor je srovnavaci. Vysoce
selektivni biokatalyzatory, napt. typu oxidas, jsou schopny za pfitomnosti kysliku selektivné kon-
vertovat (oxidovat) n€které organické latky, naptiklad jednoduché cukry, za uvolnéni znacné vel-
kého mnozstvi reakéniho tepla (fadové 10* — 10° kJ mol). Detekéni limity pro stanoveni glukosy,
fruktosy a dalsich cukrii pro vyse uvedené senzory jsou na tirovni 10° az 10~ mol 1.

Jako teplotni Cinidla se v minulosti pouzivaly dnes jiz zastaralé a necitlivé termoclankové
baterie, dnes pak predevsim platinové odporové teploméry, termistory a teploméry pracujici na
pyroelektrickém principu.

Nevyhodou vSech teplotnich chemickych senzort je to, Ze je nutno stabilizovat teplotu okoli
jejich umisténim v termostatu a vyuzit diferen¢ni zapojeni s jednim aktivnim a jednim srovnavacim
¢idlem, jak jiz bylo vySe naznaceno.

11.7 Vodivostni chemické senzory

Pro vodivostni senzory, jak jiz ndzev sam napovida, je charakteristickd zména vodivosti citlivé
vrstvicky v zavislosti na koncentraci analytu. Citlivou vrstvou mtze byt vodi¢ prvniho druhu —
napaieny kov. Jako pfiklad je mozno uvést desticku z izolantu (napft. ze slinutého oxidu hlinitého,
aluminy) s napafenou vrstvou zlata o tloust’ce 100 az 200 nm. Tento senzor lze pouZit pro detekci
vysoce reaktivnich sodikovych par ve vakuu. Odpor zlaté vrstvi¢ky prudce naroste za vzniku slitiny
AuNa,, a to dokonce o n¢€kolik fada.

Piikladem vodivostniho senzoru zaloZeného na vodici druhého druhu, tedy elektrolytu, je
desticka opatiena platinovymi elektrodami s nanesenym polymerem (smési polyvinylacetatu a po-
lyvinylalkoholu) obsahujicim hydroskopicky chlorid lithny. Pomoci takovychto senzort je pak
mozno méfit relativni vlhkost plynti v mezich od 10 do 99 % pfi teplotach od —40 do +60 °C.

Tteti kategorii materialli pro citlivou vrstvu je polovodic, napt. na bazi oxidu cini¢itého.
Konkrétni vlastnosti senzorl tohoto typu se zna¢n¢ lisi jednak podle provedeni, tj. zda jde o sintro-
vany, tlustovrstvy €i tenkovrstvy senzor, a v nemensi mife podle pfitomnosti nékterych dopujicich
latek, které selektivitu ovlivituji velice dramaticky.

Selektivita jednotlivych typl senzord je ovlivnéna zpiisobem interakce analyzovaného plynu
s aktivni vrstvou a event. pfitomnosti nekterych dalSich slozek. Vodivost oxidu cinicitého, ktery je
polovodi¢em typu N, vzrista za piitomnosti donort elektront (F~, O,, Sb, apod.). Pfitomnost plynd,
jako je vodik, metan ¢i isobutan, ve smési se vzduchem, které vytésiuji kyslik, resp. reaguji s nim
(nebo presnéji s kyslikovymi radikaly na povrchu polovodivého SnQ,) za zvysené teploty, zpiisobi,
ze vodivost aktivni vrstvy senzoru klesa. Naopak za ptitomnosti kysliku, oxidu uhli¢itého ¢i par etha-
nolu, tj. latek obsahujicich kyslik, se bude vodivost aktivni vrstvy zvySovat. Z toho také plyne, ze pti
meéfeni je nutno zachovavat konstantni koncentraci okolniho kysliku a samoziejmé i teplotu.

Jako konstruk¢éni materialy vodivostnich senzorti se ve vyrobé i ve vyzkumu pouzivaji i jiné
polovodivé oxidy (oxid indity, oxid Zelezity, smésné oxidy hlinité a vanadi¢né, oxid nikelnaty
a dalsi), které samoziejmé maji odlisnou selektivitu. Nékteré jejich typy jsou vyrabény v obrov-
skych sériich. Pouzivaji se témét vyhradné€ pro analyzu plynnych smési.
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11.8 Potenciometrické senzory

11.8.1 Iontové selektivni elektrody

frekventovanéjSim analytickym technikam viibec a piitom jsou cenové dostupné jak elektrody, tak
méfici piistroje (zpravidla digitalni voltmetry s vysokym vstupnim odporem). Jejich princip je za-
loZzen na méfeni potencialu mezi dvéma elektrodami, jedné pomocné, referentni, jejiz potencial
nezavisi na koncentraci analyzovanych iontd, a merné, jejiz potencial zavisi, v idealnim pfipad¢, na
koncentraci podle Nernstovy rovnice:

0,059 2
+—

z

E=E' logc

kde E je potencial mémé elektrody, E' je tzv. formélni potencial elektrody, ktery je zpravidla kon-
stantni, z je nabojové ¢islo analyzovaného iontu a ¢ jeho koncentrace v roztoku. Z této rovnice ply-
ne, ze je-li elektroda citliva na kationty, pak s rostouci koncentraci roste i jeji potencial a naopak,
je-li citliva na anionty, pak s rostouci koncentraci jeji potencial klesa. Potenciometricky nelze pfti-
mo stanovovat nenabité neutralni molekuly.

Typickym reprezentantem iontové selektivnich elektrod je sklenéna elektroda citliva na vo-
dikové ionty, respektive kyselost, jejiz zakladem je specidlni lithné sklo. Sklenéna elektroda posky-
tuje linearni, nernstovskou odezvu v Sirokém rozsahu pH od 2 do 12, tedy v rozmezi koncentraci
vodikovych ionti od 0,01 mol I"' do 10"*mol I"". U sklenénych elektrod je mozno se setkat s tzv.
kyselou a alkalickou chybou. Kysela chyba je odchylka od nernstovské odezvy pii nizkych hodno-
tach pH a alkalicka chyba pti vysokych hodnotach pH je vysvétlitelna interferenci velké koncentra-
ce alkalickych kovii (resp. prakticky velmi ¢astou pfitomnosti Na” a K') a matematicky popsand
zobecnénim Nernstovy rovnice, rovnici Nicholsky-Eisenmanovou.

Kromé sklenéné elektrody citlivé na vodikové ionty existuji téz elektrody zalozené na jinych
druzich skel, ktera jsou citliva na Li", Na', K', Ag" a nékteré dali kationty. Sklenéné elektrody
nalezeji do skupiny elektrod s tuhou membranou. Kromé nich do této kategorie patii jesté elektrody
krystalové a elektrody s kapalnou membranou.

Krystalové iontové-selektivni elektrody lze dale rozd€lit na monokrystalické, kam patii pie-
devsim fluoridova iontovée selektivni elektroda, jejiz membrana je tvoifena monokrystalem fluoridu
lanthanitého (LaF;) dopovaného fluoridem europia pro zvyseni vodivosti. Elektroda poskytuje

.. v . , v 1.
nernstovskou smérnici 59 mV na koncentra¢ni dekdadu v koncentracnim rozsahu 1 mol ™ az
6 —1 . vevr . . . ;e
107 mol I"". Nejvyznamnéjs$im interferentem jsou hydroxidové ionty.

Kromé monokrystalovych elektrod jsou v analytické chemii uzivany i elektrody polykrysta-
lické, selektivni na ionty sulfidové, chloridové, bromidové, stiibrné ¢i rtutnaté, a elektrody smésné
citlivé napf. na chloridy, bromidy, iodidy, kyanidy, ionty kademnaté, olovnaté, méd’naté ¢i stiibrné.

Zvlastnim typem iontove selektivnich elektrod jsou elektrody s kapalnou membranou. Ta je
nejcastéji tvorena zékladnim polymerem, napf. polyvinychloridem (PVC), nepolarni ptisadou,
napt. o-nitrofenyloktyletherem (o-NPOE), popfipadé zmékcovadlem, které zlepSuje mechanické
vlastnosti membrany. Ob¢ latky po rozpusténi v organickém rozpoustédle (s vyhodou v tetrahydro-
furanu) a po jeho odpafeni vytvoti tenkou membranu (obr. 11.3), ve které je kapalny o-NPOE fixo-
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van v polymerni siti PVC. Zatimco PVC ovliviiuje pfedevsim mechanické vlastnosti membrany,
pak nepolarni latka typu o-NPOE ma zasadni vliv na mechanismus jeji funkce. Kationty a anionty
jsou totiz hydrofilni ¢astice, které nemaji zajem samovolné pfechazet do nepolarni organické faze,
avSak prida-li se do membrany malé mnozstvi receptoru, pak do membrany selektivné piechazi
pouze ion, na ktery je receptor citlivy. Vhodnou volbou receptoru lze vytvotit ISE selektivni na
rizné analyty. Kromé receptoru se do membrany zpravidla jesté pfidava tzv. lipofilni ptidavek, coz
je latka, ktera vyrazné zlepSuje odezvu elektrody. ISE s kapalnou membranou lze roz¢lenit podle
pouzitého receptoru na membrany s receptorovym iontoméni¢em, ma-li receptor povahu organic-
kého kationtu ¢i aniontu, a na membrany s neutralnim nosi¢em, jedna-li se o neutralni molekulu.

Obr. 11.3: Membrdny pro iontové-selektivni elektrody s ,,kapalnou membranou*

Zvlastni kategorii iontové-selektivnich elektrod jsou tzv. elektrody ,,coated wire, které jsou
tvofeny, jak nazev napovida, dratkem z inertniho kovu (Pt, Au) pokrytého polymerem obsahujicim
vazebna mista pro analyt. Tento polymerni povlak se velice dobie vytvari naptiklad elektrolyticky.
Je znamo, Ze pii vhodném potencialu se na elektrodu v roztoku nékterych organickych latek (anilin,
pyrrol, thiofen,...) na podkladové kovové elektrodé (Pt, Au atd.) vytvaii kompaktni elektricky vo-
divy polymerni film (obr. 11.4). Pro jeho lepsi homogenitu se polymerace n¢kdy provadi cyklova-
nim potencialu, resp. cyklickou voltametrii. Necha-li se polymerovat latka, ktera ma v molekule
jednak polymerizovatelnou skupinu a jednak citlivou receptorovou skupinu, pak je vznikly povlak
citlivy na ionty, na které je citliva receptorova skupina (obr. 11.4). Aby takto pfipravena elektroda
fungovala, musi byt umoznén pfenos naboje mezi receptorovymi skupinami a elektricky vodivou
skupinou (spojka mezi témito skupinami nesmi mit velky ohmicky odpor).

0= fod=lod =104

\/H(OH

[ o

Obr. 11.4: Priiklad piipravy a pouZiti ,,coated wire* iontové-selektivnich elektrod
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Moderni a pfitom sérioveé vyrabéné jsou v soucasnosti miniaturni potenciometrické senzory
vychazejici z tranzistord fizenych polem, oznacované ISFET (lon-Selective FET), CHEMFET
(citlivé na slouceniny nebo ionty), ENFET (vyuzivajici biokatalyzator(i, enzymi) a tady dalSich.
Jsou to polem fizené tranzistory, které maji na fidici elektrodé umisténu vrstvicku latky selektivné
reagujici s analytem. Jako selektivné reagujici latky se vyuzivaji v podstaté stejné vrstvy jako
v iontov¢ selektivnich elektrodach s kapalnou membranou a i jejich vlastnosti jsou podobné. Vyho-
dou senzort ISFET, CHEMFET, ENFET aj. je to, Ze neobsahuji vnitini elektrolyt, a proto mohou
pracovat i v naklonéné poloze. Ke zpracovani jejich signalu se pouziva jednoduché zapojeni s ope-
ra¢nim zesilovacem (obr. 11.5). V poslednim desetileti se objevuji na trhu, pfedev§im pro potieby
klinické biochemie, integrované senzory umoziujici stanoveni nékolika slozek vzorkli soubézné.

-
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Obril.5:  Kombinovany senzor IS-FET — REFET

11.9 Amperometrické senzory

Senzory pracujici na amperometrickém principu vyuzivaji zpravidla dvou elektrod, z nichz jedna,
mefici, je rozméroveé maléd (polarizovatelna), druhd pak je velkoplocha, nepolarizovatelna (refe-
rentni, zpravidla argentchloridova). Na méfici a referencni elektrodu se vklada tak velké napéti, ze
je zaruceno, Ze sledovana latka na pracovni elektrodé podlehne elektrochemické pfeméné (oxidaci
nebo redukei). Elektrolyticky proud prochdzejici mezi obéma elektrodami je pfimo umérny mnoz-
stvi sledované latky, které podlehne elektrochemické reakci na méfici (polarizované) elektrodé.
Ridicim d&jem, ktery rozhoduje o velikosti proudu, byva zpravidla difazni transport elektroaktivni
latky k elektrode¢.

Jako ptiklady amperometrickych senzorti je mozno uvést typického zastupce amperometric-
kého membranového senzoru, kterym je tzv. Clarkovo kyslikové ¢idlo a z ného odvozené vysoce
selektivni enzymové amperometrické senzory organickych latek.
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Clarkovo ¢idlo, ve velkych sériich vyrabéné riznymi firmami po celém svéte, je uréeno pro
sledovani obsahu kysliku ve vodé nebo vodnych roztocich. Vychazi z planarniho elektrodového
systému, ktery je tvofen méfici elektrodou, zhotovenou z Au, Pt, Ag, a velkoplochou referentni
elektrodou (Ag/AgCl). Elektrodovy systém je pirekryt membranou o permeabilité Py, ktera je defi-
novana jako takové mnozstvi latky, které projde membranou o jednotkové plose pii jeji jednotkové
tloustce a pfi jednotkovém rozdilu parcialniho tlaku na obou stranach membrany za Casovou jed-
notku. Mezi membranou a elektrodami je pomoci separatoru vymezena tenka vrstva elektrolytu
(napft. roztok KCl a NaHCO;). Na elektrody je vkladano konstantni napéti naptiklad 0,65 V, pfi-
c¢emz pracovni elektroda je pfipojena na (—) pol zdroje (polarizovana katodicky). Na této elektrodé
probiha reakce:

0,+2H,0+4¢ =40H

Pro proud tekouci Clarkovym Cidlem plati vztah

i =konst-nFAP c(O,)/b

ve kterém n je pocet elektrond vymeéinovany pii elektrodové reakci, b je tloustka membrany, 4 plo-
cha méfici katody, F je Faradayova konstanta (naboj) a ¢ (O,) koncentrace kysliku.

Pokud k plynopropustné membran¢ vhodnym zpiisobem zafixujeme ze strany méteného
roztoku polyamidovou sitku, na které je vhodnym imobiliza¢nim postupem zakotven enzym, obdr-
zime tzv. enzymova Cidla, ktera se uplatiuji v soucasnych biochemickych laboratofich k vysoce
selektivnim stanovenim cetnych organickych latek. Napriklad pro stanoveni glukosy je vyuzivana
reakce katalyzovana enzymem glukosooxidasou, ktera probiha podle reakce:

glukosoxidasa

glukosa + O, + H,0 ———— glukonova kyselina + H,0,

Pii reakci spotfebovany kyslik je indikovan Clarkovym kyslikovym cidlem, které je soucasti en-
zymového senzoru.

Pro potfeby klinické biochemie byly vyvinuty senzory vyuzivajici obecné oxidas, které
umoziuji stanoveni fady dalSich latek, napt. cholesterolu, mocové kyseliny aj.

Aplikace amperometrickych membranovych cidel nejsou omezeny pouze na stanoveni,
u kterych je signal zprosttedkovan métenim koncentrace kysliku. Z dalsich plynd je mozno uvést
jako ptiklad méfici celu pro SO,, kdy se pouziva rovnéz Clarkovo ¢idlo nebo jeho anodicka oxida-
ce (na grafitové elektrod¢), pricemz katoda je zhotovena z médi. Obé¢ elektrody jsou v galvanickém
kontaktu s roztokem obsahujicim CuSO, a H,SO,. Pracovni oblast je 10 az 10 000 ppm (obj.).

11.10 Multikomponentni analyza

Zatimco pro jednoslozkovou analyzu je vysoce selektivni (specificky) receptor kli¢ovy pro uspéch
stanoveni, u multikomponentni kvantitativni a kvalitativni analyzy Ize pouzit pon¢kud jinou kon-
cepci. Pfi ni se aplikuje fada senzorti s CasteCnou, ale odliSnou selektivitou k riznym analytiim
multikomponentniho analyzovaného systému (vzorku). Podobné mohou byt pouzity i analytické
metodiky s dvojrozmérnym a vicerozmérnym signalem odezvy na chemické sloZeni vzorku. Tento
signal musi mit riznou selektivitu pro rizné analyty pro métfeni pii odlisnych vstupnich paramet-
rech (na rtiznych ,kanalech®), napt. pii riznych vinovych délkach elektromagnetického zaieni
(spektrofotometrické metody), riiznych potencialech elektrod (voltametrické metody), rGznych
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retenCnich dobach (chromatografické metody) apod. Z naméfenych dat se pozadovana analyticka
informace extrahuje pomoci matematickych metod rozpoznani vzoru (pattern recognition);
v ptipadech linearni odezvy senzorti obvykle s pomoci analyzy principidlnich komponent (PCA),
pfi nelinearnich odezvach aplikaci vhodného algoritmu neuronové sité. Pole senzorti riizné selekti-
vity (senzor arrays) jsou podstatou tzv. elektronickych nosi a jazykii, o kterych bude pojednano
v dal$im textu.

Metoda rozpoznani vzoru v souboru chemickoanalytickych dat je ovSem pouzitelna jen
v ptipad¢, Ze se nevyzaduji podrobné udaje o kvantitativnim obsahu vSech slozek v roztoku, ale
postaci informace o identité vzorku (jeho pfifazeni uréitému vzorovému vzorku), ¢asovych zme-
nach v jeho kvalité (napt. kazeni mléka), pfipadné nanejvyse jeho hrubé semikvantitativni ohodno-
ceni. Vyhodou je nepomérné rychlejsi a lacingjsi ziskani pozadované informace nez v piipadé kla-
sické analyzy, ktera vyzaduje u biologickych, ale i jinych materialt, kvalitativni i kvantitativni
stanoveni desitek riznych analyta.

To plati jiz dnes, kdy je tento obor teprve na pocatku vyvoje. Perspektivné lze ocekavat, ze
se stoupajicim mnozstvim dostupnych senzorti vysoké selektivity bude ekonomicka a rychla senzo-
rova analyza multikomponentnich vzorkd postupné nahrazovat nakladné laboratorni analyzy ve
stale vétSim mnozstvi ptipadda.

11.10.1 Elektronické jazyky a nosy

Elektronicky jazyk je vicekanalovy chemicky analyzator, jehoz kanaly poskytuji omezen¢ selektiv-
ni odezvu na n¢kolik podstatnych slozek méfeného kapalného vzorku. Signal je zpracovavan algo-
ritmy rozpoznani vzoru a vysledkem je identifikace vzorku s uritou znamou substanci (napt. kon-
krétni druh vina) a stanoveni jeho vlastnosti (stafi, stupen kvality urcitého produktu ¢i suroviny
apod.), pfipadné vcetné kvantitativniho ohodnoceni nékterych komponent. Analyzatorem mutze byt
laboratorni piistroj poskytujici dvojrozmérny ¢i vicerozmérny signal (napf. spektralni, voltametric-
ky ¢i chromatograficky systém), ale ptedevsim pole chemickych senzorl s rozdilnou selektivitou.

Elektronicky nos ma stejné vlastnosti jako jazyk, rozdil je pouze v tom, Ze reaguje na plynné
prostfedi. Elektronické nosy i jazyky jsou né¢kdy kombinovany do jediného systému, ktery je pak
vhodny pro analyzu tékavych kapalnych vzorki. Data odezev obou ¢asti kombinovaného analyza-
toru se obvykle zpracovavaji po urcité normalizaci spolecné v jediné signalové matici.

11.10.2 Priklady aplikaci elektronickych nosi a jazyku

Elektronické jazyky

Prvni systém pro analyzu kapalin s iontove selektivnimi elektrodami, ktery lze nazvat elektronic-
kym jazykem, pochazi z roku 1985. Pocatkem devadesatych let se zaCinaji objevovat prace, které
pro vyhodnoceni pouzivaly neuronové sité. V druhé poloviné devadesatych let se pak vyzkum sou-
stted’uje na vyvoj chemickych senzort a za¢inaji se uplatiiovat voltametrické techniky a impedanc-
ni méfeni, vhodna i pro latky, které nenesou elektricky naboj. V této dobé se také objevuji prace
popisujici praktické aplikace. Nasleduji strucné ptiklady z poslednich let.

Pro ohodnoceni riznych napoju bylo pouzito pole 16 potenciometrickych senzori na bazi
PVC a polypyrrolovych mebran dotovanych rtzné selektivnimi ionofory. Senzorové pole bylo
umisténo na obrazci z uhlikové pasty vyrobeném technikou tisténych spoji na polymernim podkla-
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du. Naméfena potenciometricka data byla zpracovana analyzou a regresi principialnich komponent,
metodou Castecnych nejmensich Ctverct (PLS) a neuronovou siti FF se zpétnym Sifenim. Stejni
autofi dokazali rozlisit italska vina podle druhu i podle vinic véetné stanoveni celkové i prechodné
kyselosti, obsahu alkoholu, vinné kyseliny, oxidu sifi¢itého, polyfenolt, glycerolu atd. Pouzili pole
23 potenciometrickych senzorti, kde krom& membranovych elektrod na bazi plastl byly aplikovany
tuhé krystalické, sklenéné (klasické a chalkogenitové) a kovové elektrody.

U potenciometrickych senzord 1ze dosahnout zna¢né miniaturizace umisténim selektivnich
membran piimo na fidici elektrodu tranzistoru fizeného polem (ISFET, CHEMFET). Tato techno-
logie vSak zatim nedosahuje vlastnosti tradi¢nich uspotfadani, pfedevsim ve stabilit¢ systému.

Voltametricky princip detekce ve spojeni s injekéni pritokovou analyzou (FIA, Flow
Injection Analysis) byl vyvinut pro rozliSeni riznych druhi ovocnych dzust. Prednosti techniky
FIA je vysoky stupen automatizace a reprodukovatelnosti: vzorky jsou pfipraveny ve vzorkovni-
cich podavace, ktery je postupné dopravuje k injek¢nimu davkovacimu zatizeni a cely proces zpra-
covani vzorku i standardti je pfesné casovan. Injektor davkuje pouze maly objem vzorku do proudu
nosné kapaliny a pole voltametrickych elektrod poskytuje odezvy s obalovymi kiivkami ve tvaru
pikd (odpovidajici koncentraénimu profilu nafedéného vzorku prochazejiciho pies senzory). I kdyz
senzorové elementy jsou zde pouze tfi (zlaty, platinovy a rhodiovy dratek), ziskanych dat je pod-
statn¢ vice, nebot’ se na kazdé¢ elektrodé méii odezva na pulsni sekvence polarizacnich potenciala
(dva druhy sekvenci, zpracovani pomoci PCA).

Automatizace FIA byla také vyuzita ve spojeni s detekci QCM (mikrovahy na bazi kiemen-
ného oscilatoru) a aplikovana byla také horizontalni akusticka vina.

Vzory pro vSech pét druhti chuti byly rozliSeny elektronickym jazykem na bazi absorbce
evanescentni viny s vlaknovou optikou.

Dalsim elektrochemickym principem vhodnym pro konstrukei elektronického jazyku je im-
pedan¢ni méteni na dopovanych slabé vodivych polymernich elektrodach. Riul a spolupracovnici
testovali pole tvorené Sesti senzory, jejichz sparované elektrody mély tvar dvou vzajemné
se prolinajicich (interdigitated) hiebinkti. M¢tila se kapacitance pti 400 Hz a data byla zpracovana
pomoci PCA.

Jazyky se nepouzivaji jen pro identifikaci riiznych vzorkt, ale také napt. ke sledovani vyrob-
nich procest. Turner a spolupracovnici pouzili pole 21 potenciometrickych senzorti (dopované
PVC-membrany) pro monitorovani fermentace v reaktoru s Escherichia coli, ¢imz zkratili dobu
testu z 24 hodin na 3 minuty.

Elektronické nosy

Prvni prace tykajici se elektronickych nost vznikly jiz v 70. letech. V roce 1961 byla poprvé po-
psana instrumentace pro detekci vini, prvni mechanicky nos byl popsan v roce 1964 (pracoval na
principu potenciometrického sledovani redoxni reakce vini na elektrod¢), avSak koncept elektro-
nického nosu jako inteligentniho chemického pole senzort (prvni multikomponentni elektronicky
nos) vznikl az v roce 1982, kdy byly pouzity tfi metaloxidové senzory pro 20 Cistych par a vypart
esencialnich oleju.

Elektronické nosy naSly vyuziti v mnoha odvétvich, zejména v potravinarském pramyslu,
kde je prvotni dtraz kladen na kontrolu kvality a Cerstvosti potravin (maso, ryby, rajcata), dale pak
rozpoznani druhli potravin (syry, oleje, houby) ¢i napoji (kava, vino, pivo, ovocné §t'avy, mléko).
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Dalsi nemén¢ diilezitou oblasti je zivotni prostfedi (stanoveni plynd v ovzdusi, kontrola vody)
a medicina (diagnostika na zaklad¢ pachu, rozboru télnich tekutin) ¢i kosmeticky primysl (parfé-
my). Mimo to se elektronické nosy zacaly uplatiiovat i v automobilovém primyslu (zapach plasti),
papirenském primyslu (kvalita papiru) a tabakovém primyslu (kvalita). Zajimavé je pouziti elek-
tronického nosu jako detektoru vybusnin a drog.

Jako ptiklady Ize uvést pouziti elektronického nosu v medicinské diagnostice, kde na zakladé
dechu pacientli je mozno rozpoznat choroby zptisobujici selhani ledvin (urémie) [10]. Bylo pouzito
Sesti kiemennych krystalti pokrytych aktivni vrstvou obsahujici peptidy. Takto byly detegovany
derivaty aminu (mono-, di- a trimethylamin) a amoniak. Analyzy vysledkt klinickych testt byly
provedeny na zakladé diskriminacni analyzy pomoci programu Statgraphics plus. Elektronické
nosy byly pouzity i pfi diagnostice cukrovky a plicni rakoviny.

Stejné typy senzort, avSak potazené dnes popularnimi metalloporfyriny, byly implemento-
vany v elektronickych nosech jako univerzalni nastroj pro testovani potravin, napft. ryb, masa, zele-
niny a ¢erveného vina. Byl pouZit piistroj vyrobeny na univerzité Tor Vergata v Rimé, obsahujici
osm senzorl derivatu porfyrinu s centralnimi kovy Ru, Rh, Co, Sn a Mn. Byly sledovany latky typu
organickych kyselin, alkohold, amint, sulfidt a latky obsahujici karbonylovou skupinu. Naptiklad
u teleciho masa a tresky byla sledovana doba skladovani, kterd ma vliv na jejich kvalitu. Pfi analy-
zach rajCatového protlaku byla pozorovana citlivost senzori k octové kyseliné a u ¢erveného vina
byly zaznamenany zmény aroma pii kontaktu se vzduchem.

Metalloporfyriny byly rovnéz pouzity jako receptory pfti konstrukei elektronickych nost na
optickém principu pro detekci alkanti, aldehydt, alkoholti, ketonti a amind.

Akustické senzory (SAW) patii mezi velice perspektivni ¢idla elektronickych nost. Zvlaste
ucinna je kombinace plynové chromatografie se SAW-detektorem (GC/SAW), ktery neni potazen
zadnym selektivnim receptorem, a piesto je dosazeno ekvivalence stovek senzorti. Na rozdil od
klasické chromatografie zde trva analyza systému o desitkach slozek jen nékolik sekund. GC/SAW
je prvnim elektronickym nosem, ktery byl validovan, tj. ovéfen a schvalen, organizaci EPA
(Environmental Protection Agency, USA) pro monitorovani té¢kavych latek ve vod¢ a PCB (poly-
chlorovanych bifenyltt) v padé. Dalsi validaci ziskal od White House Olffice of National Drug Con-
trol Policy pro detekci vypart drog jako kokainu, heroinu ¢i metamfetamind.

Komeréni oblast

V soucasnosti je dostupnych jen malo primysloveé vyrabénych elektronickych jazykd, avsak pod-
statné lepsi situace je v oblasti komerénich elektronickych nost. Nalézt tyto systémy na Internetu
neni nijak obtizné a proto je zde nebudeme uvadét (kliova slova jsou: chemical sensor arrays,
electronic tongue, tast, electronic nose, odour, artificial olfaction, artificial olfactory analyzer). Do
této kategorie 1ze navic zaradit i ekonomicky nakladné univerzalni laboratorni analyzatory (piede-
v§im spektralni a hmotnostné spektralni), které se od standardnich laboratornich pfistroju li§i pouze
tim, Ze je k nim nabizeno i programové vybaveni pro multivariantni analyzu.

11.11 Optické senzory

Objev optickych vldken v roce 1966 umoznil vznik zcela novych aplikaci. Pienos svétla na dlouhé
vzdalenosti umoznil rychlé pfenosy dat s malym zkreslenim a opticka vlakna se témer stala syno-
nymem pro moderni telekomunikace. Nicméné 1 v oblasti senzorl se piln¢ vyuziva vyhod, které
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vlaknova optika nabizi. Svétlovody umoznuji méfeni na dlouhé vzdalenosti, jejich ohebnost a moz-
nost miniaturizace usnadiiuje jejich pouziti v mistech s obtiznym pfistupem ¢i v nebezpecnych
prostfedich. Odd¢leni vlastni citlivé vrstvy od jeho elektrické ¢asti svétlovodem vyznamné zvySuje
bezpecnost pfi mefeni v explozivnich prostiedich a snizuje vliv elektromagnetického ruseni.

V chemickych senzorech slouzi svétlo pouze jako nosi¢ informace. Je vedeno optickym vlak-
nem ze zdroje do citlivé vrstvy, ktera je v kontaktu se vzorkem. Zde je absorbovano, odrazeno nebo
vyvolava emisi fluorescencniho zateni. Takto zménéné svétlo je vedeno zpét do optického systému
bud’ stejnym vldknem, nebo jinym vlaknem. Nakonec je zaostfeno, filtrovano a pfevedeno na elek-
tricky signal. Na rozdil od makroméfeni neni u absorbéniho a fluorescen¢niho meéteni tieba, aby své-
telny paprsek prochazel citlivou vrstvou — vyuziva se tzv. evanescentni vlna na rozhrani povrchu
svétlovodu a aktivni vrstvy (ATR, Attenuated Total Reflection, zesileny povrchovy rozptyl).

Ze srovnani s elektrochemickymi senzory, které jsou hlavnim konkurentem optod, vyplynou
kromé vyse uvedenych vyhod i nevyhody, jako je interference okolniho svétla (1ze odstranit modu-
laci zdroje), nelinearita odezvy dana Lambertovym—Beerovym zadkonem a mnohem mensi dyna-
micky rozsah (pouze jeden az dva koncentracni fady). Proti elektrochemickym technikam je téz

4

Klasickym zastupcem této skupiny senzord je optoda citliva na pH, zalozena na fenolové
cerveni imobilizované na polyamidovych ¢asticich, které byly naplnény do Spicky dutého vlakna
prekryté membranou propustnou pro plyn (obr. 11.6). Fenolova Cerven je klasicky pH indikator
pouzivany v titra¢ni analyze, ktery ma barevny piechod v uvedené oblasti. Jeho kysela forma je
zluta a bazicka forma ma Cervenou barvu. Obdobna je rovnéz konstrukce, kde je polyakrylamid
nahrazen roztokem bromthymolové modii, kterd ma barevny piechod ze zluté do modré v rozsahu
pH od 6,0 do 7,6. Vyhodngjsi je vSak analogicka konstrukce s fluorescenénimi indikatory umbel-
liferonem ¢i hydroxypyrensulfonovou kyselinou, kdy je mozné pfi stejné citlivosti detektoru pouzit

tenci citlivou vrstvu a tim snizit dobu odezvy, ¢asovou konstantu senzoru.

Polyakrylamid s
fenolovou éerveni

‘, \x\_\_\_\_\_‘_\_\_\_\_\_
>— | "'—B\; Ucpavka
_.-/""_'-'_'_'_'_'_'_'_'_'__. ' I
o
0.8 mm
Parovita sténa

Obr. 11.6: Acidobazicky opticky senzor citlivy na pH v rozmezi pH 7,0 aZ 7,4. Systém s bifur-
govanymi vldkny

Podobn¢ jako optody pro pH pracuji i optody pro stanoveni jinych kationtli a aniontd v roz-
tocich. Konkrétnim piikladem jsou senzory s aktivni vrstvou obsahujici kalcein ¢i akridin, kdy
fluorescence prvého klesa s rostouci koncentraci kobaltnatych, nikelnatych a médnatych iontd
a druhého s rostouci koncentraci jodidt, bromidd a chloridd. Obdobnym zplisobem jako iontova
¢idla jsou feSeny senzory pro plynovou analyzu. Jako piiklad je mozno uvést Cidla pro stanoveni
plynnych sloucenin, jakymi jsou oxid uhli¢ity, amoniak, kyslik ¢i vzdusna vlhkost.
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11.12 Vyhled do budoucnosti

Senzorova analyza jisté predstavuje velky potencial v palet¢ metod souCasné analytické chemie.

Z uvedeného je zfejmé, ze tento multidisciplinarni obor vyZzaduje spolupraci specialistli z celé fady

oblasti, vedle analytické také organické chemie, biochemie a informatiky. Jeji budouci rozvoj je

spojen s navrhem, pfipravou a testovanim novych receptorovych materiala s vyssi selektivitou,

sensitivitou a stabilitou pro primyslové a biologicky vyznamné analyty.

Literatura

(7]

(8]

M. Stastny, M.Krond’ak, R. Volf, V. Kral: Chemické senzory I, Automatizace 46 (2003), s. 405
M. §t’astn3’1, M. Krond’ak, R. Volf, V. Kral: Chemické senzory II, Automatizace 46 (2003), s. 464

M. §t’astn3’1, M. Krond’ak, R. Volf, V. Krdl, K. Hlavka: Chemické senzory III, Automatizace 46
(2003), s. 533

M. gt’astny, M. Krond’ék, R. Volf, V. Kral, K. Hlavka: Chemické senzory IV, Automatizace 46
(2003), s. 624

M. Stastny, M. Hub, M. Krond’ak, R. Volf, V. Kral, K. Hlavka: Chemické senzory V, Automatizace
46 (2003), s. 690

M. Stastny, M. Krond’ak, R. Volf, V. Kral, K. Hlavka: Chemické senzory VI, Automatizace 46
(2003), s. 758

M. Stastny, M. Krond’ak, R. Volf, V. Kral, K. Hlavka: Chemické senzory VII, Automatizace 46
(2003), s. 826

M. §t’astn3’1, G. Broncovéa, M. Krond’ak, K. Zeniek, P. Mudra, V. Pesek, B. Sarka, R. Volf, V. Kral:
Elektronické nosy a jazyky, Automatizace 47 (2004), s. 318

156



12. SENZORY PRO DETEKCI V PROUDICICH

TEKUTINACH

prof. Ing. Karel Stulik, DrSc.

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, katedra analytické chemie,
Albertov 2030, 128 43 Praha 2

stulik@natur.cuni.cz

12.1 Uvod

Pojem senzoru, ¢idla, tedy instrumentalni jednotky, ktera reaguje na pritomnost urcité latky ¢i sku-
piny latek v jejim bezprostfednim okoli zménou vystupniho elektrického signalu, jehoz velikost
obvykle zavisi na mnozstvi pfitomné latky ¢i latek, je neobycejné Siroky. Zahrnuje nékolik zaklad-
nich typt z hlediska ucelu pouziti:

(a)  Patrn€ nejjednodussi jsou indikatory, jejichz tkolem je pouze zaregistrovat dostatecné rych-
le a s dostatecnou citlivosti pfitomnost jisté latky a vydat varovny signal — typickym ptikla-
dem jsou pozarni ¢idla ¢i indikatory radioaktivniho zafeni.

(b)  Podstatné slozitéjsi jsou senzory pro sledovani nejen pritomnosti, ale i koncentra¢ni arovné
latek — jde napt. o monitorovani riznych latek v ovzdusi, ¢i ve vodnich tocich a nadrzich.

(¢) Nejnarocné&jsi je pouziti senzorti pro sledovani pribéhu nejraznéjsich procesiu, které mo-
hou byt i velmi rychlé — sem napft. patii monitorovani urovné latek pii prumyslovych vyrob-
nich operacich, pfi provozu stroju, pii kontrole slozitych reakci zivych organismi v biologii
a lékafstvi a v neposledni fad¢ v analytické chemii, kde je zapotfebi detegovat latky pfi pri-
tokovych méfenich a pii vysokoucinnych separacich.

Rada kapitol tohoto textu rozebira vlastnosti $irokého spektra senzort z hlediska jejich de-
tekénich mechanismt, analytickych parametri a moznosti pouziti. Tato kapitola se vénuje poza-
davkim, které na senzory kladou pritokové meftici systémy, kde tedy senzory jsou soucasti prito-
kovych detektorti. Problematika proto spada do bodu (c) pfedchoziho odstavce. Nebudeme se zde
zabyvat konkrétnimi senzory, budeme hovotit obecné o podminkach, které je tfeba splnit, aby me-
feni bylo representativni a spolehlivé.

Predevsim musime rozliSovat dvé zakladni skupiny senzort. Prvni skupina sleduje celkové
vlastnosti systému (bulk properties). Sem patii pfedevsim vétSina optickych méfeni, hmotnostni
spektrometrie, dale pak méfeni elektrické impedance a termometricka méfeni. Druha skupina zahr-
nuje specifické vlastnosti systému (specific properties) a senzory jsou zaloZeny na heterogennich
mické metody. Rozdil mezi témito dvéma skupinami je zcela zasadni: zatimco prvni skupina sledu-
je zmény v celém objemu monitorovaného prostiedi, druha skupina zavisi na pfisunu monitorované
latky k povrchu senzoru.

Pii sledovani zmén koncentrace latek v pritokovém systému obecné zalezi na téchto para-
metrech: jde-li o kontinualni monitorovani, pak je dilezita rychlost zmén koncentrace sledované
latky ¢i latek; pokud se sleduji zony vzorkli vnesené do proudu, pak zalezi i na zménach SiFky
a tvaru zon v ¢ase. Pro posouzeni téchto podminek je zapottebi definovat profil lokalnich rychlosti
v proudu sledovaného prostredi a rychlost transportu sledované latky v proudicim prostiedi. Popis
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rychlosti v proudu poskytuje hydrodynamika, transport sledované latky je popsan zakonitostmi
difuze, konvekce a migrace (v pfipadé¢ nabitych Castic).

V nasleduyjicich odstavcich budeme nejprve charakterizovat typické pritokové systémy
a jejich vlastnosti, pak uvedeme podminky pro popis rychlosti odezvy senzoru a dale se budeme
vénovat diskusi vlastnosti proudicich prostiedi a jejich vlivu na odezvu senzoru. Je tfeba zdlraznit
jesté jednu dilezitou skutecnost: pojem tekutina se vztahuje ke vSemu, co tece, tedy k plynim,
nadkritickym tekutinam, kapalinam i jemné dispergovanym tuhym latkam. VSemi témito systémy
se zabyva hydrodynamika. V této kapitole budeme klast hlavni diraz na kapaliny, protoze veskeré
déje v plynech jsou velmi rychlé, a tudiz vétSinou nijak podstatn¢ neovliviuji rychlost a charakter
odezvy senzoru; vlastnosti nadkritickych tekutin se nachazeji nékde mezi soubory vlastnosti plynt
a kapalin, nebot’ déje v nadkritickych tekutinach jsou pomalejsi nez dé&je v plynech, avsSak rychlejsi
nez déje v kapalinach; tuhé latky nas v této souvislosti nezajimaji.

12.2 Zakladni zptiisoby pritokovych méreni

12.2.1 Kontinualni monitorovani

Je zapotiebi sledovat koncentraci urcité slozky (urcitych slozek), napt. v automatizovanych konti-
nualnich primyslovych procesech, kdy fidici poc¢ita¢ nemtize udrzovat optimalni pracovni podmin-
ky, aniz by mél nepietrzité¢ informace o urovnich latek vstupujicich do procesu a latek z procesu
vystupujicich. Obdobné je zapotfebi kontinualné sledovat polutanty v piirodnim prostfedi, napf.
v fi¢ni vodé. Medicinské aplikace jsou rovnéz velmi vyznamné, napi. sledovani koncentrace vy-
znamnych iontd v krevnim fecisti pacienta v priabéhu dialyzy na umélé ledving. Takovychto piikla-
di mtze byt velmi mnoho. Jednoduché schéma kontinudlniho analyzatoru je uvedeno na obr. 12.1.

Yy
—
—

r

Obr. 12.1: Blokové schéma kontinudlniho analyzdtoru

1 - proud analyzované kapaliny (potrubi, vodni tok apod.), 2 - sonda pro odbér vzorku, 3 - filtr
(pro odstranéni mechanickych necistot), 4 - zatizeni pro udrzovani konstantniho pritoku (nebo
pro jeho programovani), 5 - blok na upravu vzorku (pfidavani Cinidel, regulace teploty, pre-
koncentrace, izolace, separace atd.), 6 - detektor, 7 - Cerpadlo, 8 - odpad, 9 - méfici pfistroj, 10
- zafizeni pro zpracovani, zdznam a zobrazovani signalu detektoru, ukladani a prenos dat, 11-
kontrolni jednotka
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12.2.2 Analyzy individualnich vzorku v proudu kapaliny

Provozni laboratofe, napt. klinické nebo primyslové, jsou nuceny analyzovat rychle a spolehlivé
velké pocty obdobnych vzorkli. Pracovni postup se musi automatizovat, aby se zrychlila prace,
omezily se pozadavky na lidskou praci a snizily se néklady. Jsou dva pfistupy k automatizaci: Jed-
nak to je pouZiti laboratornich roboti, které kopiruji praci ¢lovéka, jsou vykonné a spolehlivé,
avsak jsou investicné a provozné nakladné a je obtizné adaptovat je na jiny typ analyzy, nez ten,
pro ktery byly vytvofeny. Mtzeme vSak také vzorek vnést do proudu nosné kapaliny, ktera jej vede
analytickym systémem od jedné operace k druhé, az po detektor. Tim se analyticky systém zjednodu-
§i, zlevni a jeho flexibilita se zvetsi. Existuji dva zakladni systémy, star$i kontinualni pritokova
analyza (continuous flow analysis, CFA) a nov¢jsi priitokova vstiikovaci analyza (flow injection
analysis, FIA). Jednoducha schémata téchto dvou pfistupti jsou uvedena na obr. 12.2.
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Obr. 12.2:  Principy technik kontinudlni priitokové analyzy: CFA (A, B) a priitokovd injekéni
analyza, FIA (C, D)

1 - zafizeni pro nastiik vzorku, 2 - peristaltické ¢erpadlo, 3 - misici spirala, 4 - detektor; Sifka
z6n analytt se méni v Sirokych rozmezich a rozdil mezi CFA a FIA v tomto sméru ¢asto byva
maly; u CFA jsou jednotlivé zony vzorku oddéleny vzduchem, ve FIA nosnym roztokem

12.2.3 Detekce ve vysokoucinnych separa¢nich metodach

vvvvvv

feni, aby se sledované latky oddélily od matrice vzorku a analyty se rozdélily mezi sebou. Separace
plynovou chromatografii vétSinou nepfinaseji zasadni problémy z hlediska detekce. V kondenzo-

vvvvvv

kapilarni elektroforézu jsou na obr. 12.3 a 12.4.

Je evidentni, ze detekeni zafizeni, jehoz jadrem je senzor, musi splnit pozadavky na kvalitu
vlastniho méfeni a nesmi zhorsit funkci celého zafizeni, z hlediska veskerych analytickych parame-
tri. Jak je jiz vySe uvedeno, musi byt odezva senzoru dostatecn¢ rychla a v pritokovych systémech
musi byt hydrodynamické charakteristiky a latkovy transport dostatecné dobie definovany, aby
byly ziskany spolehlivé analytické hodnoty. Témito otazkami se zabyvaji nasledujici odstavce.
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Obr. 12.3: Blokové schéma chromatografu

1 — zdroj mobilni faze, 2 — zafizeni pro nastfik vzorku, 3 — kolona, 4 — detektor, 5 — zafizeni
pro zpracovani signdlu detektoru

Obr. 12.4: Princip kapilarni elektroforézy, CE

1 - zdroj vysokého napéti (fadové 10* V), 2 - separaéni kapilara, 3 - detektor, 4 - elektroforetic-
ké elektrody, 5 - vstupni a 6 - koncova nadobka s nosnym elektrolytem (nahrazenim vstupni
nadobky nadobkou se vzorkem se do kapilary davkuje vzorek)

12.3 Operaéni parametry detektori v priitokovych systémech

Vétsina parametril, které charakterizuji ¢innost prutokovych méficich zatizeni, se neli$i od métfeni
v klidném roztoku. Pojmy citlivost, Sum, mez detekce a mez stanovitelnosti, dynamicky rozsah,
linearni dynamicky rozsah a robustnost méreni jsou definovany stejné pro prutokova i neprato-
kova méteni. Neékdy dochazi k ur€itym rozdilim v pojmu meze detekce, ktera se ¢asto v pritoko-
vych méfenich ztotoziiuje s pojmem meze stanovitelnosti. Zasadni vyznam v pritokovych mére-
nich mé vSak dynamické chovani méticiho systému, jak jiz bylo zdtiraznéno vyse.

Popis dynamického chovani pritokového meéticiho systému (detektoru), neboli nalezeni
vztahu mezi vstupem, kterym je koncentrace analytu jako funkce Casu, c(f), a vystupem, coz je
signal detektoru jako funkce Casu, R(?), vyplyva z feSeni soustavy diferencialnich rovnic a vede k
parametru nazvanému piechodova charakteristika (funkce) (transient characteristic, transient
function), jez vyjadiuje Casovy prubeh signalu po skokové zméné koncentrace analytu o jednot-
ku. Explicitni feSeni tohoto problému je ¢asto velmi obtizné, a proto je vyhodné popsat mefici sys-
tém jednoduchym elektrickym nahradnim schématem. Detektory jsou statické systémy, a tudiz se
po skokové zmeén¢€ koncentrace jejich signal za urcitou dobu spontann¢ stabilizuje na nové hodnotg.
Potom lze jako nahradni schéma pouzit urcity pocet elektrickych odport a kapacit zapojenych
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v sérii, jejichz dynamické chovani popisuje linearni diferencialni rovnice s konstantnimi koeficien-
ty a; fad této rovnice n se rovna poctu kapacit v sérii:

a,R(t)" +a, \Rt)"" + ...+ aR(t) +ayR(t) = c(t) (12-1)

Idealni detektor (nebo realny detektor pifi konstantni koncentraci analytu) vykazuje nekonecné
rychlou zménu odezvy a odpovida nahradnimu schématu bez kapacity

agR(t) =c(t) (12-2)
Je ztejmé, Ze pievracena hodnota a, je za uvedenych podminek statické citlivost S

1 (12-3)

4y
Pro jednu kapacitu v systému a zminénou jednotkovou zménu koncentrace analytu ma rovnice
aR(2)' +ayR(t) = c(t) (12-4)
feSeni
R(r)zs[l—e*f”k] (12-5)

kde T je Casova konstanta (time constant), ktera se u detektort (hlavné chromatografickych
a elektroforetickych) pouziva k vyjadreni rychlosti odezvy. Rovna se poméru koeficientd a,/a, a je
tedy déana prusecikem tecny ke kiivce signalu v pocatku s horizontalni tecnou ke stabilizovanému
signalu (viz obr. 12.5A).

Abychom se vice priblizili skutecnosti, musime zvolit model s vice kapacitami; prechodové
charakteristiky pak vykazuji inflexni body (obr. 12.5B). Zpracovani pak miizeme zjednodusit piilo-
zenim ktivky prvniho fadu podle obr. 12.5C a zavedenim hodnoty kapacitniho zpoZdéni (capacity
lag) Ty, . Prechodova charakteristika je pak dana vztahem

R(t) = S[l _ e )/ } (12-6)

jehoz vyhodnoceni plyne z obr. 12.5D. Casové konstanta tedy odpovida asu, ktery uplyne od sko-
kové zmény koncentrace analytu do okamziku, kdy signal detektoru dosdhne 63,2 % maximalni
hodnoty. U kontinualnich analyzatori se rovnéz pouzivaji hodnoty 750 a Ty , jejichZz vyznam je
zifejmy z obr. 12.5D, a pro néz pfiblizné plati:

T50 = 0,69 Tk, Tgo z2,3 Tk (12-7)

Hodnota 7; na obr. 12.5D je tzv. stabilizacni Cas (stabilization time), ktery je teoreticky
nekone¢né dlouhy a prakticky se rovna zhruba ctyinasobku casové konstanty. Konecné zpozdéni
odezvy detektoru (lag in the detector output) T, (obr. 12.5D) je zhruba rovno sumé& hodnot T,
a T,. Z uvedeného je zifejmé, ze pii popisovani dynamickych vlastnosti detektorii je nezbytné jed-
noznacéné specifikovat zpiisob vyjadieni hodnot. Experimentalni stanoveni dynamickych charakte-
ristik je jednoduché: po rychlém nastriku dostatecné dlouhé zony analytu o dostatecné koncentraci
(avSak v oblasti linearniho dynamického rozsahu) piimo do detektoru se vyhodnoti casovy zaznam
odezvy podle obr. 12.5D.
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Je nutno poznamenat, Ze charakterizovat rychlost odezvy hodnotou ¢asové konstanty ma smysl
pouze u exponencialnich odezev, tj. odezev fidicich se rov. (12-5) ¢i (12-6). Kritérium, zda jde o ex-
ponencialni pribéh vyplyva z rov. (12-7): pro exponencialni pribé¢h plati, ze Too/T50 = 3,3 (hodnoty
Too a Tso se odeCtou ze zaznamu odezvy). Pokud se tento pomér od uvedené hodnoty lisi, odezva neni
exponencialni a k popisu dynamickych vlastnosti se pouziji pouze odectené hodnoty Topa T'so.
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12.4 Vlastnosti proudicich tekutin a jejich vliv na odezvu senzoru

Jak jiz bylo zdiraznéno vyse, distribuce lokalnich rychlosti v proudici tekutin€ a transport jednotli-
vych latek v proudu ovliviuji pfedevs§im funkci senzort, jejichz odezva zavisi na interakcich sle-
dovanych latek v mezifazi povrchu senzoru a proudu tekutiny. U senzoril sledujicich celkovou
vlastnost systému pak hydrodynamické a transportni parametry ovliviiuji pouze méfeni zon sledo-
vanych latek, tedy v pfipade analytickych metod CFA, FIA, CE a chromatografie obecné. Budeme
se tedy vénovat zménam, kterym podlehne pravothla zéna sledovaného vzorku vnesena do proudu
na své cesté k senzoru a které ovlivni vystup senzoru.
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Abychom nase uvahy zjednodusili, budeme predpokladat, ze proudici tekutina je nestlacitel-
na (Ize pfipustit u monitorovani v plynech a pii plynové chromatografii, protoze pracovni tlaky
jsou nizké, jakoz i1 pii HPLC, kde vyssi tlaky neovliviiuji podstatné objem kondenzované faze).
Déle ptredpokladame, ze tekutina je normalni (newtonska), je tedy izotropni a sily tfeni v ni se fidi
Newtonovym zakonem (koeficient dynamické viskosity [0 je konstantni za dané teploty a tlaku).
Veskeré tyto predpoklady jsou splnény v dostate¢né mite pii vétSiné béznych analytickych méteni.

12.4.1 Charakteristiky proudéni

Predstavme si nyni, ze jsme do kapaliny proudici konstantni celkovou linearni rychlosti vy (s
rozmérem napi. cm s~') vnesli pravouhlou zoénu vzorku o uréité délce. Zona je unasena proudem a
pusobi na ni dva zakladni vlivy:

(a) Vzhledem k tomu, ze uvnitf zoény jsou Castice, které nejsou pfitomny vné zony, musi nutné
nastat difizni pohyb téchto ¢astic, ktery tento rozdil kompenzuje, tedy pohyb ven ze zény — zéna
se postupné rozsiruje.

(b) Protoze v kapaliné existuje vnitini tfeni a jesté vEtsi tfeni nastava mezi povrchem kapaliny a
sténou drahy proudu (napf. trubice), lokalni rychlosti v prifezu proudu nejsou stejné — pavodné

pravouhlé hranice zony se zakfivuji. Zatimco rychlost difuzniho pohybu je dana Fickovymi
zakony, rozdéleni lokalnich rychlosti pohybu kapaliny musime urcit zhydrodynamickych

Zakomg?iglgadem popisu rozdéleni lokalnich rychlosti v v proudu tekutiny jsou dvé rovnice:

(a) rovnice kontinuity,

ov
divy= Qe M (12-8)
ox Oy 0Oz

kde hodnoty v, , v, a v. jsou slozky rychlosti v ve sméru os kartézského soufadnicového systému
vztazeného na nemisitelnou (vétSinou tuhou) fazi, napf. elektrodu v proudu tekutiny nebo sténu
trubice, kterou tekutina proudi. Tato rovnice vyjadfuje zakon zachovani hmotnosti.

(b) Navierova-Stokesova rovnice,

p% =—grad p + AV + F‘l (12-9)

kde p je hustota tekutiny, p je tlak plisobici na tekutinu a vyvijeny napt. ¢erpadlem, # je koeficient
dynamické viskozity tekutiny, 4 je Laplaceiiv operator a FI je jakakoli jina vnéjsi sila ptisobici na
tekutinu (v analytickych experimentech je to zpravidla gravita¢ni sila). Tato rovnice popisuje

pohyb objemového elementu tekutiny a vyjadiuje prvni Newtontiv zakon, tj.

F =ma (12-10)

kde F je vektor sily a a je vektor odpovidajiciho zrychleni. Leva strana rov. (12-9) tedy odpovida
sou¢inu ma pro dany objemovy element tekutiny a prava strana je sumou sil, které na tento
element piisobi.

Nebudeme se zabyvat feSenim této soustavy rovnic, nebot’ je obtizné a lze jej analyticky
ziskat pouze pro urcité soubory poc¢atecnich a okrajovych podminek (jednoduché, dobie definované
geometrie prutokového systému). PovS§imneme si pouze nékterych dilezitych praktickych disled-
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k. Pti naprosté vétsiné méfeni v analytické chemii lze v rovnici (12-9) zanedbat ptisobeni sily F
a predpokladat, ze proudéni je stacionarni, ¢ili plati podminka:
L
or

Tim se rovnice (12-9) podstatné¢ zjednodusi. Takto zjednodusenou rovnici prevedeme do

(12-11)

bezrozmérné koordinatové formy: predpokladame, Ze proudéni tekutiny nastava ve sméru osy x,
fazové rozhrani je rovnobézné s osou z a osa y je k fazovému rozhrani kolma. Zavedeme
bezrozmérné veli¢iny vyd€lenim ptivodnich veli¢in hodnotami o stejném rozméru — délku X = x/I,
kde [ je tzv. charakteristicky rozmér t€lesa umisténého v proudu tekutiny (napf. pro desticku je
charakteristickym rozmérem jeji délka ve sméru proudéni, pro trubici je to polomér jejiho prutfezu,
pro kouli a disk jsou to jejich poloméry), rychlost ¥ = v Ay a tlak P = p/(p vy’). Po viech téchto
upravach nabude rov. (12-9) tvar

Vy P n 0y

S =——

12-12
oz oX  pvol 72 ( )

V rov. (12-12) je velmi dulezity bezrozmérny parametr, ktery piredchazi druhému ¢lenu na pravé
strané a ktery je prevracenou hodnotou Reynoldsova ¢isla (kritéria) Re

Re =20l _ %l (12-13)
n 14
kde v je koeficient kinematické viskozity (v = n/p). (Pozn. Hydrodynamika a nauka o pfevodu
tepla obsahuji fadu bezrozmérnych kritérii, pojmenovanych po jejich autorech, ktera v obou
oborech Casto maji stejnou definici, ale jména autorti jsou jina).

Reynoldsovo cislo, které pro dany systém velmi snadno vypocteme, ma zasadni vyznam
v tom, ze charakterizuje proudéni. Pohlédneme-li na hladinu poklidné feky (napf. nad jezem)
vidime, Ze je hladka a nezCefend — proudéni je lamindrni a objem vody si miizeme predstavit jako
soubor tenkych vrstev, které¢ po sobé klouzaji a vzajemné se nemisi. Pod jezem, kde je hloubka
mensi, z vody vycnivaji balvany a linearni pritokova rychlost vody se zvétsi, se poklidny tok
zméni a stane se z ného bystiina, kde se voda v§emozné ptevaluje a viii — tok je nyni turbulentni.
Je evidentni, Ze laminarni tok je mnohem reprodukovatelnéjsi, snaze exaktn¢ popsatelny.
Turbulentni tok je typicky stochasticky proces a pti vétSiné analytickych méfeni je nezadouci,
protoze podstatné zhorSuje spolehlivost méfeni, avSak v urcitych ptipadech je prospésny (napf. v
pritokovych reaktorech, kde intenzivni promichavani urychluje celkovou rychlost reakce).

Tab. 12.1: Kritické hodnoty Reynoldsova Cisla pro nékteré systémy

Reyit Systém

10° az 10° desti¢ka v proudu, rotujici disk

2500 pfima trubice

1500 tenky film na povrchu tuhé faze

1 az 100 napliovy reaktor nebo napliova chromatograficka kolona

Zvysuje-li se prutokova rychlost za danych podminek, pak roste i hodnota Reynoldsova ¢isla
a po dosazeni kritické hodnoty Rey;; se zmeni ptivodn€ laminarni proudéni na proudéni turbulent-
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ni. Typické hodnoty Rey,;; jsou uvedeny v tab. 12.1. Je tfeba poznamenat, Ze v napliovém reaktoru
¢i koloné€ je v rov. (12-13) nahrazen charakteristicky rozmér hodnotou priiméru ¢astic naplné d,

_ vOdp

Re (12-14)

14
a ze se v téchto systémech turbulence vyviji postupné se zvétSujici se hodnotou Re. Snadno
vypoéteme, ze pro vodné roztoky odpovidaji kritické hodnoty Re prutokdm fadu desitek mililitrti
za minutu, a proto naprosta vétSina analytickych prutokovych métfeni probiha v laminarnim rezimu.
Tyto zavéry ovSem plati pro pfimé drahy tekutiny a pro dokonale hladké povrchy, jinak jsou kritic-
ké hodnoty Re podstatné nizsi — toho se vyuziva napft. pro vyvolani lokalni turbulence v kapilarnich
reaktorech tim, Ze se sto¢i do spiraly.

Za predpokladu, Ze pracujeme v laminarnim rezimu, se postupné vytvofi stacionarni
rozdéleni lokalnich rychlosti v proudu tekutiny. Tésn€ u povrchu tuhé faze vznikne velmi tenka
stagnantni vrtsva, ktera se nepohybuje, a se zvysujici se vzdalenosti od fazového rozhrani
pratokova rychlost vzrista, az dosahne hodnoty vy. Oblast, ve které prutokova rychlost vzrista, se
nazyvad hydrodynamicka hranicni vrstva (Prandtlova vrstva) (hydrodynamic boundary layer,
Prandtl layer) 6y a jeji tloustka je definovana podle obr. 12.6. PovSimnéme si, Ze tloustka
Prandtlovy vrstvy se vzristajici délkou drahy toku roste a asymptoticky se blizi konstantni hodnoté.
Z Navierovy-Stokesovy rovnice Ize vypocitat, ze pro rovinny povrch tuhé faze ptiblizné plati

/
v Re

a pro vzrist tloustky hranicni vrstvy s rostouci vzdalenosti x je

Sy =52 = (12-16)
Vo

Sy ~ (12-15)

AR
YYYY

YyYYY
o M Y vy

0

Obr. 12.6: Postupnd tvorba hraniéni vrstvy u rovinného povrchu

vy - rychlost tekutiny daleko od povrchu, J, - tloustka hrani¢ni vrstvy, x - vzdalenost podél
tuhého télesa

Pti pratoku tekutiny kapilarou se tedy tloustky hrani¢nich vrstev u protilehlych stén k sobé
blizi, az se vytvoii stacionarni rozdeleni lokalnich rychlosti. Vznikne parabeolicky rychlostni
profil (viz obr. 12.7), ktery se rovnéz nazyva Poiseuilliv profil a je popsan vztahem

2
V(l")=VmaX 1_% (12-17)
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kde r je vzdalenost od osy trubice a R je polomér trubice. Je ziejmé, ze parabolické rozdéleni lo-
kalnich rychlosti v tekoucim prostfedi podstatné rozsiii a zdeformuje zoénu analytického vzorku
aze pii méfeni je zapotfebi, aby se rychlostni profil ustalil (stabilizovala se tloustka hrani¢ni
vrstvy) — nesmime proto meéfici systém umistit tésné ke vstupu do systému. Délku oblasti
nestabilizovaného proudéni 4 1ze zhruba odhadnout ze vztahu

h~0,04Re (12-18)

Turbulentni proudéni vykazuje podstatné plossi rychlostni profil (logaritmicka zavislost na
vzdalenosti od povrchu tuhé faze), viz. obr. 12.8. Obdobn¢ plochy rychlostni profil ma
i elektroosmoticky tok pti kapilarni elektroforéze, ten vSak vznika jinym mechanismem.

S,

|
f

¥

2R

A4
Y Y Y

Y

h——2

Obr. 12.7: Proudéni trubici (R - pritmér trubice, h - vstupni oblast)

. R

Obr. 12.8: Profily rychlosti v trubici

A - laminarni proudéni, parabolicky profil rychlosti; B - turbulentni proudéni, logaritmicky
profil primérné rychlosti

12.4.2 Latkovy transport v proudu tekutiny

Zakladni zplsoby latkového transportu (difize, konvekce a migrace) byly jiz zminény v odst. 12.1.
Budeme-li predpokladat, ze migrace nabitych Castic v elektrickém poli je potlaCena pfitomnosti
zékladniho elektrolytu, pak zbyva transport konvekci a difuzi. V ptipadé, Ze je v systému ustaven
stacionarni stav, plati pro konvektivné-difuzni transport obecna rovnice

DAc=7 grad ¢ (12-19)

kde 4 je Laplacetv operator. Pfevedeme-li tuto rovnici na bezrozmérnou, koordinatovou formu
stejnym zplsobem, jako jsme to ucinili v pfedchozim odstavci s Navierovou-Stokesovou rovnici,

dostaneme
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oC oC oC D(o*’C d*C o°C
Z A T 2T 2t o2 (12-20)
oxX oY 0Z wl\ox? ov* oz

kde C = c/cy je bezrozmérnd koncentrace (cy je koncentrace v hloubi roztoku). Okamzité si
povSimneme bezrozmérného parametru na pravé strané rovnice, jehoz prevracena hodnota je
analogicka Reynoldsovu ¢islu v rov. (12-12),

_vol
D

Pe (12-21)

Hodnota Pe je Pécletovo ¢islo, které ma obdobny vyznam pro konvektivni difuzi, jako ma
Reynoldsovo ¢islo pro charakter proudéni. Pfi malych hodnotach Pe, ¢ili pti malych prutokovych
rychlostech a malych rozmérech systému, prevlada difize nad konvekci, zatimco pii vysokych
hodnotéach Pe je konvekce dominujicim zptsobem latkového transportu. Pomér Pe/Re se nazyva
Schmidtovo ¢islo Sc,

Pe (vol)

/
Se=—=-—"""—
¢ Re (vl)/

(12-22)

Dosadime-li do rov. (12-22) hodnoty typické pro analyticka méteni v kapalinach (zfedénych
vodnych roztocich, D = 10° az 10° cm®s ™' a v » 102 cm®s™'), pak dostaneme pomé&mé vysoké
hodnoty Sc (zhruba 10° az 10%), takZe je ziejmé, Ze v naprosté vétsiné pritokovych analytickych
méfeni prevlada konvektivni latkovy transport nad transportem difaznim.

Podobné jako je definovana Nernstova diftizni vrstvu o tloustce ¢ pro roztok v klidu,
muizeme i zde definovat difiizni hrani¢ni vrstvu o tloust’ce 8, ktera se od Nernstovy vrstvy lisi jen
v tom, Ze jeji tloustka vzrusta s rostouci vzdalenosti podél povrchu tuhé faze, obr. 12.9. Pomér
tlousték Prandtlovy vrstvy, rov. (12-16), a difazni vrstvy je zhruba 10* az 10’ (Prandtlova vrstva
ma za béznych podminek analytického méreni tloustku okolo 1 mm, zatimco difizni vrstva ma
hodnotu fadu jednotek az desitek mikrometrt1).

Vezmeme-li v uvahu vSechny vyse uvedené skuteCnosti, které se tykaji jak proudéni, tak
latkového transportu v proudu, mizeme znazornit osud pravouhlé zony analytu vnesené do proudu
nosné kapaliny, obr. 12.10. Zoéna se tedy kontinualné rozsifuje a zaobluje, protoze relativni vliv
difize postupné narGstd ve srovnani s konvekci, ktera pomémé brzy dospéje do stacionarniho
stavu. Koncentra¢ni profil analytu postupné piechazi od pravothlého rozdéleni pies binomické a
Poissonovo rozdé€leni az k normalnimu, gaussovskému rozdéleni.

12.5 Zavér

Ze vSech uvedenych zavislosti vyplyva, ze praktické pouziti jakéhokoli senzoru zavisi nejen na
vhodném vybéru senzoru a posouzeni jeho analytickych parametrii z hlediska mnozstvi a charakte-
ru sledovanych analytd a matric vzorkt, ale i na posouzeni okolnosti, za kterych bude pracovat.
Zcela zasadnimi parametry jsou rychlost a reprodukovatelnost odezvy, které hraji roli nejen pfi
indikaci nahlého zvySeni koncentrace urcité latky, ale hlavné pfi sledovani pribéhu procesu, at’ jif
v prumyslu, biologii, ¢i medicing, nebo pii sledovani analytickych postupit v pratokovych systé-
mech, at’ jiz s vysokoucinnou separaci, nebo bez ni. Vysledny analyticky vysledek ovSem zavisi
nejen na kvalité fungovani vlastniho senzoru, ale i na funkci celého analytického systému.
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Obr. 12.9: Hydrodynamicka a difiuzni hranicéni vrstva u rovinného povrchu

vy - rychlost tekutiny daleko od povrchu, & a & - tloustka hydrodynamické a diftizni hrani¢ni

vrstvy
proudéni
e
pocateéni konvekce>>  konvekce ~ konvekce<<

stav >>diflze ~difluze <<difuze

= e e . X

Obr. 12.10: RozSifovani a deformace zony analytu podél drahy proudéni

Podékovani

Tento vyzkum byl finanéné podporovan MSMT CR (projekt MSM 0021620857).
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13.1 Introduction, basic terms

One of key issues of analytical chemistry is to achieve portability and continuous on-site
monitoring of a wide range of analytes. This issue is especially important for environmental
monitoring, medical analyses, food control, etc. Basically, the portability can be achieved either by
miniaturizing established analytical apparatus or by the development of chemical sensors. The first
strategy can be represented, e.g., by the miniaturization of separation techniques and spectrometry
[A1], as is, for example, done in “lab on a chip”-approaches [A2]. The second strategy relies on the
employment of miniaturized measuring devices optimized to interact with a specified analyte. In
principle, this yields good-value apparatus, making the technology of much interest for both
scientific and technological application.

Generally, a sensor can be defined as a miniaturized device than can detect physical or
chemical phenomena in their sources and give us specific information on these phenomena in real
time. Particularly, a sensor consists of a part sensitive to a detected phenomenon, a detection site,
one of the physical properties of which changes during effects of the detected phenomenon, and
a physical transducer which transforms this change into an electrically processable signal [A3]. In
contrast to discontinual analytical measurements, sensors can operate continuously. Usually,
sensors exhibit reversible operation, although, irreversible “one shot” sensors have also been
developed [A3].

This review deals with optical chemical sensors (see principal arrangements in Figure
13.1), i.e. sensors employing physical changes of light waves (intensity, phase, polarisation etc.) for
qualitative and quantitative detection of chemical species [A3]-[A7]. Namely fiber-optic chemical
sensors are in focus. Each optical sensor consists of an optical source, optical detection element
(bulk optics, planar waveguide, optical fiber) and a photo detector.

High detection sensitivity in a wide dynamic range, immunity to electromagnetic
interference, possibility of internal reference belongs undoubtedly to advantages of optical
sensors. On the other hand, certain limitations of optical sensors as e.g., photodegradation of
samples, limited performance in harsh (e.g. dusty) environments resulting e.g., from unwanted
effects of parasitic signals occurring due to light scattering in the medium, unwanted background
fluorescence etc. should also be considered.

Optical sensors with based on optical fibers are capable of fully distributed or multipoint
sensing (Figure 13.2) along the whole fiber length. Such layouts may serve as a basis of advanced
sensor networks or “smart structures” employed e.g., for monitoring of leakages from pipelines,
health or ageing monitoring of buildings, bridges, constructions etc. Suitable dimensions and
material properties of optical fibres (fire-safe insulators) make them indispensable tools for sensing
in medicine, for the detection of explosives or easily flammable substances (hydrogen, petrol etc.)
and for operating in high-voltage facilities.
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Fig. 13.1: Principal arrangement of optical sensors (transmission, reflection)

Multipoint

oo
S O

Distributed

Fig. 13.2: Principal scheme of point, multipoint and distributed detection

The presence and concentration of analytes in the detection site of sensors can be determined

in many different ways. The easiest one is visualization (imaging) of an analyte where optical parts

serve only as a passive tool for transmission of light to and from the detection site (extrinsic

sensors — see Figure 3). However, in intrinsic sensors the detection site can be anchored in a

properly designed optical detection element, e.g., optical fiber (Figure 13.3).

|
.
Extrinsic /“@

o~ Intrinsic

@%C@_.

Fig. 13.3: Scheme of extrinsic and intrinsic optical sensor
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In case when optical responses to changes induced by variations of analyte concentrations or
by chemical reactions in the detection sites are weak or not selective enough, opto-chemical
transducers can be applied into the detection site to enhance the sensor response (Fig. 13.4). There
are two main effects of these opto-chemical transducers in which they can enhance the sensor
response. The first effect relies on distribution properties of transducer materials which can control
concentrations of the detected chemicals (analytes) in the site. This ability can be described by high
values of the partition coefficients for the detected chemicals and small ones for the others. In this
case, the transducers work as so called selective membranes.

The second effect of opto-chemical transducers is based on enhancing optical properties
(optical absorption, fluorescence) in the detection site caused by the interaction of a suitable
transducer molecule provided with chromogenic parts with the detected chemicals. In this case
optical changes in the site result from a chemical reaction of the opto-chemical transducer in which
the detected analyte takes place and this transducer acts as an optical indicator. If no optical
indicator sensitive directly to the detected analyte is available, an indirect detection can be
employed. Such a principle has already been used for the detection of glucose by means of
enzymatic reaction of glucose with oxygen and by the detection of oxygen.

On-line Discrete sampling
Flow cell

Intermediate
analyte

Fig. 13.4: Different approaches to obtain optical information of chemical composition
(changes)

Optical detection elements (planar waveguides, fiber-optic) are dielectric structures composed of
an optical core surrounded by an optical cladding with a refractive index lower than that of
the core. Light is guided through the waveguides as a result of total reflections on the
core/cladding boundary (Figure 13.5).
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Fig. 13.5: Principle of optical waveguides

The numerical aperture (Figure 13.6) represents the maximum angle of the incident rays
which can be coupled (collected) into the fiber core and guided in it, and which can potentially be
employed for the detection:

NA=ngysiny, =\/n12 —n% (13-1)

Optical cladding No

Fig. 13.6: Numerical aperture

The interaction of light with analytes can be understood either on the basis of ray optics
(Figure 13.5) or waveguide optics (Figure 13.7). In terms of waveguide optics, light is transmitted
through a optical detection element with a limited dimension of the core in a set of light waves - so
called optical modes. Each optical mode is composed from a guided wave transmitted in the core
and an evanescent wave transmitted in the optical cladding. The guided wave of a fundamental
mode has a Gaussian distribution of light intensity (optical power) with a maximum intensity in the
core centre (Figure 13.7). The light intensity of an evanescent wave exponentially decreases with
the distance from the core/cladding boundary and fall down to a 1/e of its maximum value on a

micrometer range (a penetration depth ~hundreds nm).

Provided that the optical cladding of an optical fiber contains light-absorbing species
characterized by the bulk absorption coefficient a, the light absorption coefficient of i-th optical ray
(mode) y; that is guided in the core determined from the optical power transmitted P; by this ray as

P =P, exp(— 7,~L) (13.2)

1

where L is the fiber length and Py is the input optical power. The light absorption coefficient y; can
be expressed as:
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In Eq. (13.3) n., and n, are the refractive indexes of the core and the cladding, respectively, A is the
wavelength, d denotes the core radius and 6; is the complementary angle to the angle at which i-th
ray strikes the core/cladding boundary [AS].

By assuming that P;p has a same value for each optical ray (a homogenous excitation) an
overall absorption coefficient y can be calculated as:

42 yl

yr~a (13.4)

3 7Z'd1/ —n

On the basis of (13.4) one can estimate that less than 1 % of an overall optical power is transmitted

in evanescent waves - in an evanescent field in conventional telecommunication fibers.

Provided that in optical detection element an analyte interacts with guided waves optical
responses directly measured as well as the sensitivity are high, and consequently detection limits
are low. If an analyte interacts only with evanescent waves, optical responses to the analyte can
also be detected due to the coupling between guided and evanescent waves. However, in this case,
the response and sensitivity depend on fraction of the power in the evanescent field which can be
low in standard optical fibers — see Eqs (13.3) and (13.4). Nevertheless, if efficient and specific
absorption or fluorescent optical indicators are immobilized in the evanescent field sensitivity can
be increased substantially.

CLADDING
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Fig. 13.7: Principle of detection by evanescent wave and/or guided wave

13.2 Methods — principles of light-analyte interaction

Information about the presence and concentrations of an analyte in the detection site of a an optical
sensor can be obtained from intensity changes, phase changes, changes of the state of polarisation
and changes in the time domain of light transmitted through the site and induced by the analyte.

Intensity (amplitude) changes can be determined as changes of the output optical power
resulting from absorption, luminescence or refractive index changes in the detection site.
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13.2.1 Absorption-based methods

Intrinsic light absorption of an analyte or light absorption of a suitable optical indicator can be
employed for the detection based on the principle of absorption spectroscopy (Figure 13.8).
Molecules of the analyte (or indicator) absorb incident light in a characteristic way causing
presence of absorption bands in the spectrum of light transmitted through the detection site.
Absorption changes (absorbance A) are proportional to the concentration of absorbing species (¢),
the optical pathlength (thickness of a sample or cell, active length of a fiber L), and specific
wavelength-dependent absorption coefficient a(A) according to a modified Lambert-Beer’s law :

AN =nLec a(k) (13.5)

In the previous equation 77=17 a denotes the fraction of power transmitted through the detection
site. This fraction depends on the refractive-index profile of the optical detection element as one
can see from Eqs (13.3) and (13.4).

Changes of output optical power P (P, is a reference) can be measured by a detector at
individual wavelength or by spectrometer making possible evaluation of spectral changes.

A =-log (P/ Py (13.6)

The most intensive and specific absorption responses can be obtained in a Mid-IR region between
cca 2-6 um due to intensive vibration absorption bands of molecules themselves (molecular
fingerprint). Most absorption-based optical chemical sensors operate in VIS or UV region. As only
few analytes have chromogenic groups absorbing in VIS spectral region usually suitable optical
indicators (such as, e.g., pH indicators) are immobilized in the detection sites of these sensors [A7],
[A9]. Sensors operating in UV spectral region employ electronic transitions in analyte molecules.
Such transition can be used for the detection of molecules with conjugated systems, e.g. aromatic
hydrocarbons [A10].

Using wavelengths specific for the analyte or for an optical indicator a good sensitivity and
selectivity of such absorption-based sensors can be obtained. The development of suitable opto-
chemical transducers (optical indicators) and their immobilization in detection sites of optical
sensors represent key issues of this kind of sensing task.

Methylene blue - TEOS layer
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Fig. 13.8: Principle of absorption-based methods and spectral response (differential
absorption spectra) of methylene blue to the presence of chlorine
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13.2.2 Luminescence-based methods

Intrinsic luminescence of an analyte or luminescence of a suitable optical indicator can be
employed for the detection based on the principle of luminescence spectroscopy. These effects
usually take place in VIS spectral region [A7], [A9]. Molecules of the analyte (or indicator) emit
characteristic light after absorbing excitation light. The emission is called fluorescence or
phosphorescence (depending on lifetime of the emission) in the case that the analyte is excited by
the interaction with light; it is called chemoluminescence in the case that the analyte is excited by
chemical reactions etc.

In the case of fluorescence (Figure 13.9) molecules of the analyte absorb incident light (Io)
in a characteristic way (o — absorption coefficient at excitation wavelength) and convert it (with
a quantum yield ®) into characteristic emission of light (I) exhibiting maximum intensity shifted to
longer wavelength — fluorescence. Intensity of fluorescence (I) is proportional to the sample
concentration (c) :

I=ladcKL (13.7)
where K is an instrumental parameter and L is optical pathlength. Since parameter K depends on
experimental arrangement, the results obtained are related particularly to the arrangement employed

for the detection. Since the absolute output optical power can be influenced, e.g., by background
emission, temperature etc., / /I, ratio is usually employed to minimize such unwanted effects.

Excitation of 2',7"-Bis(2-carbonylethyl)-5(6)-carboxyfluorescein Fluorescence of 2',7'-Bis(2-carbonylethyl)-5(6)-carboxyfluorescein
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Fig. 13.9: Spectral response (excitation and fluorescence spectra) of and 2°,7’-Bis(2-
carbonylethyl)-5(6)-carboxyfluorescein to the pH and principle of fluorescence-based
methods
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Choice of a selective optical indicator with the quantum yield as high as possible absorbing
at wavelengths coinciding with available optical sources represents a key issue of solution of such
a sensing task.

13.2.3 Methods based on refractive-index changes determination

Since the refractive index is a characteristic property of any matter, its dependence on the
concentration of the analyte can also be utilized for optical detection [A8]. The detection of
refractive-index changes of an analyte can be explained on the basis of waveguide optics (Figure
13.5). Any change of refractive indices of the core or of the cladding (analyte surrounding the bare
core or penetrating into the optical cladding) lead to changes of a number of optical modes
transmitted through the optical detection element. These changes are related to changes of the
numerical aperture and output optical power (Figure 13.6). The sensitivity and selectivity of
refractometric evanescent-wave sensors can be improved by the deposition of layers of selective
membranes onto optical detection elements. These membranes can enable penetrating some
chemicals into the detection site as well as discriminate the access of some chemicals into the sites
and thus they make these sensors selective.

13.2.4 Methods based on phase changes

Apart from the detection methods based on the determination of light-amplitude changes, detection
approaches based on phase changes of light can be also applied. In such a case, the phase shift
(delay) dependent on properties of analyte is determined from the comparison of the light guided
through the measurement and reference channels. As the phase shift is determined by
interferometers, this approach is usually called interferometry (Figure 13.10).
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Fig. 13.10: Principle of methods based on determination of phase changes

13.2.5 Methods based on determination of changes in time domain

Fluorescence of samples or optical indicators can be characterized not only by the intensity (inten-
sity ratio) of the response, but also in time domain. The principle (Figure 13.11) is based on de-
termination of characteristic lifetime (t) of decay after the illumination of the sample by a short
excitation pulse (/). The lifetime represents the reciprocal of the rate constant of the (first order)
emission decay (/;) and is strongly dependent on properties of the analytes.

176



I, = Iy exp (~t/) (13.8)

Since the excitation pulses are actually short (~ ns), this approach does not suffer from drawbacks
of intensity-based fluorescence methods related, e.g., to the instability of the excitation source,
interference from ambient light or to photodegradation of samples.
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Fig. 13.11: Principle of methods based on determination of lifetime of fluorescence

13.3 Optical hardware - instrumentation of optical methods

As it is shown in Figure 13.1, each optical sensor consists of an optical source, optical detection
element (bulk optics, planar waveguide, optical fiber) and a photo detector. List of optical sources
and detectors for UV — VIS — IR spectral regions can be found in Tab. 13.1.

Tab. 13.1: Overview of sources and detectors available for optical sensing in UV-VIS-IR

Spec.tral Sources Detectors
region

uv Xenon arc, deuterium lamps
Excimer lasers Photomultiplier tubes (Cs-Te, Sb-Cs)

VIS+NIR  Halogen lamps (FWHM~ 2 um) Avalanche photodiodes
LEDs (light emitting diode, w~40 nm) Photodiodes (GaN, AlGaN...)
LDs (laser diode) CCD arrays
Lasers (He-Ne, Ti-saphire, Nd:YAG, Detectors :Si [200; 1100 nm], Ge [600;
semiconductor, FWHM<1nm) 2000 nm], InGaAs

IR Hot plates (SiC, Pt, W ...) IR — thermal
Lasers CO, CO2 IR — quantum

Quantum cascade lasers (QCL)

Optical detection elements for optical sensors can be based on bulk optical elements, pla-
nar/channel waveguides or on optical fibers. Optical detection elements are required to be durable
to the analytes (glasses > polymers > crystals), transparent (i.e., of minimum optical losses) in
a wide spectral range (VIS-NIR > UV & IR), and of common availability (conventional > special;
VIS-NIR > UV & IR).
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Bulk-optic detection elements can be represented by disks or foils containing immobilized
optical indicators and prepared usually on the basis of polymers or inorganic-organic composites
[AT], [A9].

Planar optical waveguides (OWG) are 2D planar (channel) dielectric structures with core
layer of higher refractive index deposited on/in a substrate of lower refractive index; the covering
material (superstrate) is usually air (Figure 12). An interesting feature of such waveguides is that
the electric field associated with a wave propagating in the waveguide layer is very strong at the
surface of the OWG; hence, highly sensitive optical monitoring can be performed for chemical
species located at the OWG surface on the basis of absorption and scattering of the guided waves.

Thin-film OWG sensors for detection of gaseous analytes based on porous glass materials
prepared by the sol-gel process have been described. lon-sensitive and selective thin-film
(polymer) waveguide sensors have been reported and a polymer waveguide sensor with symmetric
multilayer configuration was fabricated and its application in sensing low humidity concentrations
has been demonstrated [A11], [A12].

Planar waveguide Channel waveguide
n, < n2> n,

Total reflection : ;
Snell’'s Law Coupling of light

Analyte (coating) n |
L/ ]
ﬁ Planar waveguide n Li
n=1

Grating / prism

Fig. 13.12: Planar (channel) waveguides

Planar channel waveguides makes possible to simply develop interferometric sensing
structures such as a Michelson interferometer. Preparation of planar waveguides on the basis of
hybrid inorganic-organic materials make possible to develop novel sensing structures based on
tapered waveguides, gratings or photonic crystals [A13].

Optical fibers are dielectric, in most cases cylindrical structures, with diameters much
smaller than their lengths, composed of an optical core surrounded by an optical cladding with
a refractive index lower than that of the core (Figure 5). The function of specialty optical fibers for
sensing is to produce a sensitive response to changes in the fiber surroundings. The sensitivity to
changes of fiber surroundings is the main feature distinguishing the specialty fibers for sensing
from the conventional telecommunication ones. Thus, a great effort has been expended for the
development of fiber-optic detection elements with tailored performances for chemical sensing.

Fiber-optic sensor configurations can be divided into three main groups including end-of-
fiber, side-of-fiber and porous or interrupted fiber configurations [A3]. For end-of-fiber sen-
sors, the optical fiber acts as a conduit to carry light to and from the sample. The modulation of
intensity for a given range of wavelengths is dependent on the absorbance or fluorescence of the
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analyte, optical indicator, or analyte-indicator complex. The optical indicator can be trapped behind
a membrane, in a polymer, or covalently immobilized to the end of the fiber. For absorbance meas-
urements, the signal may be enhanced by placing the optical indicator between a reflector and the
end of the fiber.

Another recently introduced variation of the end-of-fiber chemical sensor involves the use of
an optical imaging fiber bundle. This 350 um-diameter fiber bundle contains 6000 optical fibers,
which allow pattern resolution using enzyme or pH-indicator incorporated into a polymer layer at
the distal end of the fiber. These fibers can be used in an “optical nose” [A14].

Side-of-fiber configurations typically rely on the use of the evanescent wave. The
evanescence field can be used to detect the presence of optical indicators or changes in refractive
index at the surface of the declad fiber. When fluorescent indicators are applied, the method is
highly sensitive primarily because only the chromophores bound to the fiber are detected. For
refractive-index based sensors, the optical effect is generic, and selectivity has to be imposed by the
use of selective membranes.

For porous or interrupted fiber configurations, optical indicators are typically incorporated
directly into the structure of the fiber. For several reasons, this configuration has the potential to be
extremely versatile. For example, because of the large surface area provided by the porous fiber
core, this method is particularly well suited for absorbance measurements. Further, because the
porous regions are intrinsically coupled with the fiber (i.e., they are part of the fiber),
measurements can be made at multiple locations along a single fiber. Sol-gel-glass methods can
also be used to introduce a range of porosities and chemistries into a fiber or at the fiber surface to
facilitate analyte detection using absorbance, fluorescence, or refractive index measurements.

Optical fibers can operate in UV spectral region (based on silica-Suprasil, CaF,), VIS-NIR
spectral region (based on silica-Herasil, optical glasses — e.g. BK7, polymers — e.g. PMMA), and
IR spectral region (based on silicon, germanium, sapphire, chalcogenide and chalco-halide glasses).
Transparency of several kinds of these materials can be seen from Figure 13.13.

The simplest fiber structure is the step-index one, characterized by constant refractive
indexes in the core as well as in the optical cladding. These structures have usually large diameters
of the core <200; 1000> um, they support the transmission of thousands optical modes and so they
are called multimode (MM) structures. A typical MM step-index structure is the PCS fiber
(polymer-clad-silica — Figure 13.14) composed of pure silica core and polymeric optical cladding
of lower refractive index.

When the fiber core diameter is within a range of several micrometres (~ 2-15 um), only one
or several modes can be guided in the fiber core, and so these structures are denoted as single-
mode (SM) or few-mode (FM). They can be characterized by lower numerical apertures in the
comparison with the MM structures (0.1-0.25). Usually laser sources with suitable output optics are
used for the exitation os SM or FM sensing fibers and LEDs or halogen lamps are used for exciting
multimode structures. As there is no direct access of an analyte to the core of circularly symmetric
SM and FM structures, special D-shaped fibers, sectorial “S-fibers” (Figure 13.15) and/or
“capillary sectorial fibers” were designed (removing of part of the glass cladding is necessary)
[A8]. These fibers make possible to combine high sensitivity to chemicals resulting from small
core diameters with a sufficient mechanical durability of these fibers. MM optical fibers with
inverted-graded index profiles have been developed for the same reason [AS].
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Fig. 13.13: Spectral transmission of several kinds of materials suitable for planar waveguide
and/or optical fiber fabrication

Annual core fibers, hollow fibers - fiber capillaries (Figure 13.16) could also be
mentioned as special cases of optical fiber structures. In these structures, an analyte is pumped
through the hollow part(s) and depending on its optical properties the optical output is recorded as a
result of changes of guided waves or evanescent waves. Recently, microstructure fibers or their
special kind photonic crystal fibers which can represent multicapillary fibres have been developed
(see Figure 13.17). In these fibers their capillaries can be filled with the detected chemicals and
used as the detection sites of fiber-optic sensors [A15].

The sensitivity of optical fibers to chemicals in their vicinity can also be enhanced by the
inscription of fiber gratings which rely on periodic longitudinal modulations of the refractive index
in the fiber core [A5], [A16]. There are several types of fiber gratings [A5]. The first one is a fiber
Bragg grating (FBGQ) that couples the forward propagating core mode to the backward propagating
core mode. A long-period fiber grating (LPG) can couple the forward propagating core mode to
one or a few of the forward propagating cladding modes. A chirped fiber grating has a wider
reflection spectrum and each wavelength component is reflected at different positions, which
results in a delay time difference for different reflected wavelengths. A tilted fiber grating can
couple the forward propagating core mode to the backward propagating core mode and a backward
propagating cladding mode. A sampled fiber grating can reflect several wavelength components
with equal wavelength spacing. All these types of gratings have been utilized in various types of
fiber grating sensors and wavelength change interrogators.

FBG sensors can be used for chemical sensing based on the fact that the central wavelength
of an FBG varies with refractive index changes, i.e. chemical concentration changes, via the
evanescent "field interaction between the FBG and the surrounding chemical. For this purpose an
approach based on an FBG written onto an etched D-fibre has been demonstrated and very recently
a modified version based on a sidepolished fibre configuration has been reported as a refractive
index sensor, allowing fast on-line measurements of chemicals, such as carbon hydrides in petrol
industry [A16].
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Fig. 13.14: Microphoto of optical fiber Fig. 13.15: Microphoto of S-fiber (125 um)
Polymer-Clad-Silica (PCS 400 um)

Fig. 13.16: Microphoto of fiber capillary Fig. 13.17: Microphoto of microstructure fiber
390/260 pm

LPGs have been discovered to be more sensitive to the refractive index change of the
material around the grating cladding when compared with FBGs. As LPGs couple light from the
forward-propagating mode into several forward-propagating cladding modes, any variation on the
refractive index of the material around the cladding modifies the transmission spectrum properties
to generate loss peaks. A sensitivity of up to 107 is possible with further improvement of the
interrogation resolution. As LPGs are also sensitive to temperature changes, temperature
compensation is required. The concentration of a number of chemicals, including ethanol, hexanol,
methylcyclohexane, hexadecane, and CaCl,, NaCl, have been tested with LPGs [A16]. In principle,
any chemical with its loss peak lying in the refractive index range from 1.3 to 1.45 can be detected
using such a LPG technique.

Optical detection elements have to be properly processed before using for optical sensing.
Optical fibers are usually declad (stripped), cut or joint by splicing or connectoring. A beveled fiber
tip obtained by grinding (Figure 13.18) can be useful for point sensing arrangements. For the
monitoring of small volumes of analytes, fiber taper (Figure 13.19) can be employed; fiber tips
(tapers) can be prepared even in micron dimensions.

The sensitivity of detection fibers to optical changes of an analyte depends also on ways for
launching light into their detection sites. They include the axial excitation, excitation by an inclined
collimated beam [A8], inhomogenous excitation by using gratings [A9], side excitation, mode fil-
ters etc.
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Fig. 13.18: Bevelled fiber tip Fig. 13.19: Tapered fiber tip

Coatings of optical fibers represent an integral part of “optical hardware” as they make it
possible to tailor the access of the analyte to the detection site, to immobilize optical indicators
in the detection site, and serve as a mechanical protection of the glass core. Conventional coatings
(polysiloxanes, UV-curable acrylates, polyimides, polytereftalates, teflon) on fibers are coated
during the process of fiber fabrication (thickness ~ 4-100 um), and serve primarily for mechanical
protection. Special coatings are usually coated additionally (by dip coating) with thickness ~ 10
nm [A11],[A12]. They should be porous and thick to a certain controllable degree to make
possible penetration of analytes to the fiber core, adhesive with the fiber, stable and hydrophobic.
Nanoporous fiber-optic sensing coatings enable to use to enhance the selectivity of sensors to
different chemicals [A12].

Important kind of special fiber coatings can be represented by bioreceptors which are applied
in the detection sites of the biosensors [A6]. In fact, biosensors can be divided in catalytic and
affinity biosensors. The catalytic ones which are also known as metabolism sensors and are kinetic
devices based on the achievement of a steady-state concentration of a transducer-detectable
species. The progress of the biocatalyzed reaction is related to the concentration of the analyte,
which can be measured by monitoring the rate of formation of a product, the disappearance of a
reactant, or the inhibition of the reaction. The biocatalyst can be an isolated enzyme, a
microorganism, a subcellular organelle, or a tissue slice.

In the affinity biosensors the receptor molecules binds the analyte “irreversibly” and non-
catalytically. The binding event between the target molecule and the bioreceptor, for instance an
antibody, a nucleic acid, or a hormone receptor, is the origin of a physicochemical change that will
be measured by the transducer.

There other coatings of optical fibers indispensable for modern chemical sensors includes
very thin silver or gold layers supporting the transmission of surface plasmons or layers of silver or
gold nanoparticles supporting the generation of localised surface plasmons [A17].
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13.4 Use of optical sensors - examples

Despite relatively short period of development of the field of optical sensing, number of optical sensors
is nowadays available for the detection of different phenomena (Tab. 13.2), not only as prototypes but
as commercially available products. The scope has expanded on many chemical and biochemical
analytes (Tab. 13.3) from the original fundamental research of optical detection of pH and oxygen at the
beginning of 80’s of the last century. Some sensors are offered commercially (Tab. 13.4).

Tab. 13.2: Distribution of OFS-15 papers according to measured phenomena

Phenomenon % of the OFS-15 papers

strain 23

temperature 17.2
pressure/accoustic 15.2
current/voltage 12.2
chemical/gas 11.3
rotation 6.2
vibration/acceleration 5.5

bending/torsion 3.7
displacement 33

bio 2.4

Tab. 13.3: Overview of analytes optically detected

Chemical analytes Organic (biochemical) analytes
oxygen alcohols
pH glucose
carbon dioxide lactate
ammonia creatinine
hydrogen esters
sulfur dioxide urea
nitrogen dioxide glutamate
hydrocarbons oxalate
chlorinated hydrocarbons phenols
chlorine cholesterol
sulfites ascorbate
cations — K, heavy metal ions bilirubin
anions — chlorides, nitrates xantin

Tab. 13.4: Commercially available fiber-optic sensors

Sensor Producer www
pH GeoCenters
hydrocarbons FiberChem decisionlinkinc.com
pH, oxygen Presens presens.de
carbon dioxide Yellow Springs ysi.com
oil Soundek otech.fi
pH, oxygen OceanOptics oceanoptics.com
oxygen SMSI s4ms.com
oxygen Photosense photosense.com
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13.5 Optical sensing - consideration

For a particular sensing task, a suitable method, adequate optical detection element and/or opto-
chemical transducers should be proposed and achievable selectivity, sensitivity, dynamics, stability
and reproducibility of such a solution should be estimated. Then, feasibility of the technical
solution and economical aspects has to be considered and optimized with respect to the

requlr%ﬁ{lélsigh planar and bulk optics are increasingly used in many areas of sensing, there are

still some special application fields in which optical fibers can be advantageously used. Their
dimensions and material properties make them indispensable for sensing particularly in medicine,
for the detection of explosives or flammable substances, and for operating in high-voltage facilities.
Optical fibers are suitable for distributed sensing and their price is relatively low in comparison
with other optical detection elements.

The sources, detectors and optical elements for the VIS-NIR spectral region are better
available than those for UV and IR spectral regions. Optical losses of optical elements operated in
the VIS and NIR are also lower than those of components for UV or IR spectral region. However,
valuable results can be obtained by sensing in the UV and IR.

Multimode fiber-optic structures (75% of sensing applications) are advantageous because
they allow employment of cheap LED sources and accessories, they are robust enough for easy
handling and compatible with conventional fiber optics, but their sensitivity is usually much lower
in comparison with that of single-mode structures. Generally, conventional structures are more
available than the specialty ones. On the other hand, use of special structures can lead to advanced
and unconventional valuable solutions.
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14.1 Uvod

Chemické senzory plyni jsou zaloZzeny na mnoha principech. Elektrochemickych principu je
vyuzivano v membranovych senzorech s kapalnym elektrolytem ¢i v tzv. elektrochemickych solid-
state senzorech, v nichZ je kapalny elektrolyt nahrazen tuhou latkou s iontovou vodivosti (tuhym
elektrolytem). Velka skupina senzorl je zalozena na méfeni zmén elektronové vodivosti urcitych
materiali v pfitomnosti nékterych plynnych latek. Jde o tzv. metaloxidové senzory a
chemirezistory. Zmén teploty pii chemickych reakcich, pfedevsim pfti katalytické oxidaci plynnych
latek, je vyuzivano v senzorech zalozenych na méfeni teploty, jako jsou pelistory ¢i pyroelektrické
senzory. Zména hmotnosti piezoelektrik zptisobena absorpci ¢i adsorpcei stanovovanych plynt vede
ke zméné jejich rezonanéni frekvence. Na tomto principu jsou zaloZeny senzory hmotnostni, tzv.
kfemenné mikrovahy, nebo senzory s povrchovou akustickou vinou. Plynné latky mohou meénit
optické vlastnosti urCitého prostfedi (zména absorbance, fluorescence), které lze sledovat
optickymi senzory, €asto zalozenymi na vedeni zafeni optickymi vlakny.

Uvedeny piehled obsahuje pouze zakladni principy a typy senzort vyuzivané pro detekci
a stanovovani plynnych latek. O nich bude stru¢né¢ pojednano v dal§im textu. V praxi, ale
predevs§im ve vyzkumnych a vyvojovych laboratofich jsou pouzivany a testovany senzory plynd a
par zaloZzené na mnoha dalSich fyzikalné-chemickych ¢i bio-chemickych interakcich. Intenzivni
vyvoj v oblasti chemickych senzort (a nejen plynnych latek) se neomezuje jen na vlastni senzor,
ale hledany a vyvijeny jsou i metody zpracovani signalli ze senzord, pfedevsim z jejich souborti.
Posledné zminéna problematika je akcelerovana rozvojem a dostupnosti technologii pro vyrobu
mikro a nanostruktur (soubory senzortl) a vypocetni techniky (zpracovani signald). Nejnovejsi
informace o této problematice je nutno hledat pfedevsim v pivodnich pracech ve specializovanych
Casopisech (Sensors, Sensors and Actuators, IEEE Sensors Journal, Biosensors a dalsi). Dalsi
podrobné informace o chemickych senzorech obecné, tedy i o senzorech plynd lze nalézt v fadé
monografii a encyklopedickych publikacich, viz seznam literatury.

14.2 Elektrochemické membranové senzory s kapalnym elektrolytem

Z4dné pojednani o chemickych senzorech plyni nemiiZe opominout potenciometrické a
ampérometrické membranové senzory. Konstrukéni uspofadani obou typa je obdobné (obr. 14.1A,
B): indikac¢ni elektroda, iontové selektivni (ISE) v potenciometrickém a napt. platinovd v
ampérometrickém senzoru jsou piitiStény k semipermeabilni membrané tak, aby se mezi
membranou a aktivnim povrchem elektrody vytvotil film vnitiniho elektrolytu (obr. 14.1C).
Indikacni elektroda je tak exponovana analyzovanému prostiedi pfes membranu, ktera zajisti, aby
se k elektrod¢ dostaly pouze plynné komponenty. Ty permeuji membranou a poté se rozpoustéji ve
filmu elektrolytu.
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Obr. 14.1: Schema potenciometrického (A) a ampérometrického (B) membrdanového senzoru

plynnych latek a struktura téchto senzorit v blizkosti indikacni elektrody (C)

14.2.1 Potenciometrické membranové senzory

V pfipad¢ potenciometrického senzoru je elektrolyt volen tak, aby v ném doslo ke zménam, na néz
reaguje indikaéni iontové selektivni elektroda zménou potencidlu. Casto je vyuZzivano
protolytickych reakci spojenych se zménou pH roztoku; indikaéni elektrodou je pak napft. sklenéna
elektroda. Senzory tohoto typu, tzv. gas sensing ion selective electrodes, jsou pouzivany pro
stanoveni fady plynt, viz tabulka 1. Selektivity je dosahovano volbou roztoku vnitiniho elektrolytu
a typem detekeni elektrody.

Tab. 14.1:  Prehled stanovovanych plynit potenciometrickymi membranovymi senzory a
prislusné experimentdlni podminky.
Stanovovany SloZeni vnitiniho .,
Reakce ve filmu elektrolytu Detekéni elektroda
plyn elektrolytu
CO, CO,+H,0 5 HCO; +H" roztok NaHCO; pH selektivni*
SO, SO, + H,0 $ HSO; + H' roztok NaHSO; pH selektivni*
NO, 2NO,+H,0 52H" +NO; +NO, roztok NaNOj pH selektivni*
NH; NH; + H,O S NH," + OH™ rotok NH4Cl pH-selektivni,
NH,-ISE

H,S H,S S2H + 8 pufr (pH 5) sulfidova ISE
HF HF SH +F kysely roztok fluoridova ISE
Cl, CL+H0SCl +2H +ClO” HSO; pufr chloridova ISE

*) sklenéna ISE, Sb-elektroda
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Vztah mezi hledanym obsahem stanovovaného plynu a métenou zménou pH lze ukézat na prikladé
stanoveni CO,. Piislusné reakce 1ze popsat dvéma kroky:
_[H,CO,]

Pco,

kde K je rovnovazna konstanta reakce a pCO; je parcialni tlak oxidu uhli¢itého;

a) rozpous$téni ve vodé CO, + H,O S H,CO; K

N

_[HCO; ][H"]
~ [H,CO,]

kde K4 je disocia¢ni konstanta. Kombinaci téchto rovnic 1ze dospét ke vztahu:

b) disociace kyseliny H,CO; S HCO; + H" K,

_[HCO, ]
pC02 KSKA

Koncentrace hydrogenuhli¢itanu v roztoku vnitiniho elektrolytu se voli podle obsahu CO, v

[H']

analyzovaném plynu tak, aby se v dasledku pfislusnych protolytickych reakci ménila zanedbatelné,
pak je mezi parcidlnim tlakem plynu a koncentraci H™ iontd pfima iiméra. Pravé pro stanoveni CO,
v krvi byl membranovy potenciometricky senzor vyvinut Iékafem Severinghausem.

14.2.2 Ampérometrické membranové senzory

U ampérometrickych senzorti difunduje analyt k indikac¢ni elektrodé, kde je pfi vhodné zvoleném
potencialu oxidovan nebo redukovan. Typickou aplikaci ampérometrickych membranovych
senzort je stanoveni kysliku ve vodé¢ (biologicka spotieba kysliku) a v jinych kapalinach (napt. v
krvi; neni bez zajimavosti, Ze prave pro stanoveni kysliku v krvi byl senzor vyvinut opét 1ékafem —
fyziologem Clarkem). V klasickych ,,clarkovych® senzorech je indikacni elektrodou platinova
katoda areferenni elektrodou stiibro, senzor tak pracuje v dvouelektrodovém usporadani,
elektrolytem je roztok KCI. Proud imérny koncentraci kysliku uréuji reakce:

reakce na Pt katodé: 0, +4H +4e 52 H,0
reakce na Ag anode¢: Ag+KCl+H,0 5 AgCl+KOH+H" +e
¢lankova reakce: O, +4 Ag+4 KCl+2 H,0 5 4 AgCl + 4 KOH

Obecnym problémem vsech ampérometrickych senzorti je spotieba analytu senzorem. Tim
dochazi ke zméné slozeni analyzovaného prostiedi v blizkosti senzoru v piipadech, kdy nelze
zajistit dostatecny transport analytu napf. konvekci. K tomu dochazi napt. pfi méfeni vymeény
kysliku v rostlinnych a zivocisnych tkanich. V téchto pfipadech je nutno vyuZzivat nestacionarnich
meéfeni, tj. vkladat na elektrodu dostate¢né kratké potencialové pulsy tak, aby se vyCerpani analytu
projevovalo pouze ve filmu elektrolytu nebo pouze v membrang. V téchto pfipadech je nutné
zajistit konstantnostni tloustku filmu elektrolytu ¢i konstantni tloustku membrany.

Kyslik 1ze stanovovat i galvanickymi ¢lanky, tj. ¢lanky bez vloZeného napéti z externiho zdroje
(tzv. Clanky Mancyho typu). Dulezity je zde vybér materidlu elektrod a slozeni elektrolytu.
Klasickym ptikladem je clanek s platinovou katodou a olovénou anodou v alkalickém roztoku
elektmlyr%lzikce na Ptkatodé: O, +4H +4e52H0
reakce na Pbanodé: Pb+H,0 SPbO+2H +2e

¢lankova reakce: 2Pb+ 0, 5 2PbO
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Problémem spojenym s pouzivanim membranovych senzort s kapalnym elektrolytem je
vysychani filmu elektrolytu, ptedevsim pfi detekci latek v plynné fazi. Rychlost vysychani zavisi
jednak na rozdilné tenzi vodni pary uvnitf senzoru a v analyzovaném prostiedi a jednak na typu
pouzit¢é membrany. Pfi konstrukci senzoru lze volit v principu mezi dvéma typy membran —
porézni a neporézni. Porézni membranou difunduje plynna molekula, a tudiz i vodni para, plynem
(napt. vzduchem), ktery vypliuje jeji pory, neporézni membranou molekula permeuje, pfiCemz
permeacni koeficient P = Dk, kde D je diftzni koeficient plynu (vodni pary) v materalu membrany
a k je particni koeficient. Problém s vysychanim filmu elektrolytu je eliminovan pfi pouziti
senzord, u nichz je indika¢ni elektroda vytvofena pfimo na membrané napf. napafenim piislusného
kovu (zpravidla platiny ¢i zlata). Takto jsou konstruovany tzv. senzory s pokovenou membranou;
pokovena strana membrany je v kontaktu s roztokem elektrolytu, nepokovena strana je exponovana
analyzovanému prostfedi. Plynnd molekula prochazi membranou a na kontaktu kov/plyn/roztok
(tzv. tiitazové rozhrani) podléha elektrochemické reakci. Pro spravnou ¢innost takového senzoru je
nutné, aby tfifdzové rozhrani bylo dostatecné dlouhé, coz je zajisténo v pfipadé, Zze kovova
elektroda je porézni. Pro tento typ senzori jsou vhodné porézni membrany, obr. 14.2, kde je délka
ttifazového rozhrani urovana strukturou membrany.

Ampérometrické membranové senzory jsou pouzivany pro stanoveni mnoha plynnych latek.
Rozmanitost stanovitelnych plynt plyne z uvedenych ptikladi: AsHs, Cl,, CO, H,, H,S, NO, NO,,
PH;, SO,, SiH, a dalsi. Selektivity je dosahovano volbou pracovniho potencidlu, slozenim
vnitiniho elektrolytu a materialem indikaéni elektrody.

Obr. 14.2: Priklad porézni PTFE pokovené membrany pouZivané v senzorech plynii

14.2.3 Senzory vyuZivajici principu palivovych ¢lanki

V senzorech typu galvanického ¢lanku dochazi pii detekci plynt ke spotebé nékterych komponent
senzoru (material elektrody, elektrolyt), coz je faktor limitujici jejich Zivotnost. V senzorech typu
palivového ¢lanku jsou spotiebovavany pouze plynné komponenty z vnéjsiho prostredi. Palivové
¢lanky jsou relativné bézn¢ pouzivany jako zdroje energie, pro ucely detekce plynnych latek jsou
konstruovany jako miniaturni cely s velice malou spotiebou stanovovanych plyni. Transport plynu
k indikac¢ni elektrodé je zpravidla fizen difuzi permeabilni membranou. Odpovidajici elektricky
proud je proto linearni funkci koncentrace stanovovaného plynu. Obvykle jsou témito senzory sta-
novovany plyny schopné oxidace, napft.
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CO+H,05CO,+2H +2¢e
H,S +4 H,0 S H,SO,+8H +8e

Na katod¢ v tomto pfipad¢ probiha reakce
0,+2H +2e52H0

pfi niz jsou spotfebovavany na indikacni elektrod€ vznikajici elektrony a protony. Stanovovat vSak
1ze plyny i redukci, napft.

NO,+2H +2e S NO+H,0
ClL+2H +2e %5 2HCI

v tomto ptipad¢ je zdrojem potiebnych elektronti a protonil oxidace vody na anodé¢
2H,0=0,+2H" +2e

Jelikoz tyto senzory nespotiebovavaji zadné vnitini komponenty, jejich doba zivotnosti je
teoreticky nekonecna, prakticky jsou vyuzitelné 3 az 4 roky.

14.3 Elektrochemické solid-state senzory

Prakticky tupln€ lze eliminovat problém spojeny s vysychanim kapalného -elektrolytu jeho
nahrazenim tuhym elektrolytem. Existuje fada anorganickych i organickych tuhych latek s
iontovou vodivosti, které lze k tomu vyuzit, viz. tab. 14.2. Obecn¢ feceno, tuhy elektrolyt
pouzitelny v senzoru pro stanoveni ur¢itého plynu musi mit vodivost zptisobovanou ionty tohoto
plynu nebo ionty, které se ucastni jeho elektrochemickych reakcich v senzoru probihajicich.

Tab. 14.2: Piiklady tuhych elektrolytit vyuZivanych v solid-state elektrochemickych senzorech

plynnych latek
Elektrolyt Ton zpisobujici Pracovni teplota, K
vodivost
anorganické elektrolyty
Ag,S Ag" lab. teplota
Zr(HPO,),.nH,0 H lab. teplota
HUO,PO,4.4H,0 (HUP) H lab. teplota
PbCl, Cr 350
ZrO, (dop. Ca0, Y,05) (o 1 000
Nasicon (Na;Zr,Si,PO,) o 600
perovskity (SrTiOs, SrSnOs) o>
B-ALOs(Ag) Ag' 400 - 1 000
B-Al,05(Na") Na' 500
organické elektrolyty
gely, hydrogely * lab. teplota
(polyethylenoxid),-LiClO, ClO,” lab. teplota
Nafion (iontoménic) H lab. teplota

*) dle soli imobilizované ve struktuie gelu
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14.3.1 Potenciometrické senzory s tuhym elektrolytem

Vyznamnymi senzory tohoto typu jsou senzory kysliku s elektrolytem tvofenym vhodné
dopovanym oxidem zirkoni¢itym. Jsou v praxi pouzivany v systémech pro fizeni nejriznéjSich
spalovacich procesii (elektrarny, teplarny, spalovaci motory). Princip ZrO, senzort je zfejmy z obr.
14.3A. Platinové porézni elektrody jsou vytvoreny na ZrO, elektrolytu. Jedna z elektrod (napf.
elektroda 2 na obr. 14.3A), je v kontaktu s referentnim prostiedim (Cisty vzduch), druha je
exponovana analyzovanému prostiedi. Rozdilny parcidlni tlak kysliku na elektrodach, p(2) > p(1),
je hnaci silou snazici se o jejich vyrovnani. Proto na elektrodé¢ 2 dochazi k redukci plynného
kysliku na kyslikovy anion, ktery putuje elektrolytem k elektrodé 1, na niZ je oxidovan zpét na

plynn}"d?’é&ﬂiq e 5 0%(Zr0y) +4e

Senzor se tak chova jako koncentracni galvanicky ¢lanek. Pokud nejsou elektrody spojeny vnéjsim
vodi¢em, ktery by pievadél elektrony z elektrody 1 na elektrodu 2, vytvoii se v elektrolytu
elektrické pole branici dal§imu transportu ionti O* a reakce se makroskopicky zastavi. Mezi
elektrodami lze zméfit elektrické (rovnovazné) napéti ¢lanku, které je funkci rozdilu parcialnich
tlakl kysliku:

_RT, rO) _
AE = iF In () K1n p(1)

kde konstanta K zahrnuje parcialni tlak kysliku v referentnim prostredi.

AE U -
_ || g’A metr

p(2)>p(1) p(1y  P(1)

I ZrO, [ 0,

02 I 02 I 0;_,’1 B
2| |

A B

zc0, 170
> | O
i
]

S

Obr. 14.3:  Princip potenciometrického senzoru s ZrQ; elektrolytem pro stanoveni kysliku (A)
a ampérometricky senzor na principu tz7v. kyslikové pumpy (B)

Jak jiz bylo zminéno, potenciometrické senzory tohoto typu se pouzivaji k fizeni procest
ve spalovacich motorech, napf. v automobilech. Zde jsou nazyvany lambda-senzory, protoze
monitoruji tzv. lambda-pomér,

aktualni pomér (vzduch / palivo)

- stechiometricky pomér (vzduch / palivo)

Je-li A =1, vstupuje do motoru stechiometricka smés, je-li A >1 je vstupujici smés chuda, pii 4 < 1
bohata. Lambda-senzor je umistén ve vyfukovém potrubi a vymizeni kysliku ¢i objeveni se nadby-
te¢ného kysliku se projevi potencidlovym skokem (obdobnym skoku na potenciometrické titracni
kfivee) s inflexnim bodem pii A = 1. Odchylka od potencidlu odpovidajiciho hodnoté 4 =1 je sni-
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mana pocitacem, ktery pfislusné upravi davkovani paliva a vzduchu do valct tak, aby byla vzdy
spalovana stechiometricka smés vzduch/palivo.

Bylo zjisténo, Ze v automobilovych exhalacich je nizSich koncentraci nezadoucich zplodin
dosazeno, vstupuje-li do motoru nikoli stechiometrickd, ale pon¢kud chudSi smés.
Potenciometricky senzor vSak v dusledku logaritmické zavislosti potencidlu na parcidlnim tlaku
kysliku neni schopen dostatecné citlivé obsah kysliku ve vyfukovém potrubi monitorovat. Proto byl
vyvinut ampérometricky senzor vyuzivajici principu kyslikové pumpy (obr. 14.3B). Pokud se v
galvanickém c¢lanku na obr. 14.3A spoji elektrody vnéjSim vodicem majicim odpor R (napf.
ampérmetrem), prochazi jim proud, ktery je roven

jo_ AE
R+ R(Zr0,)

kde R(ZrO,) je odpor elektrolytu. Proud prochazi, dokud se nevyrovnaji parcialni tlaky kysliku na
obou elektrodach. Paklize se do serie s vnéj$im odporem R zafadi zdroj napéti U, pak prochazi
¢lankem proud

_ AE+U
R + R(ZrO,)

Podle polarity a velikosti napéti U prochazi proud jednim ¢i druhym smeérem, takze lze napft.
transportovat kyslik i z prostfedi o jeho niz§im parcialnim tlaku do mista o vy$sim parcialnim tlaku
(kyslikova pumpa). Pokud se jedna z elektrod senzoru, napi. elektroda 2 (obr. 14.3B), opatii
difuzni bariérou (porézni keramika, kapilarni otvor) a napéti U se nastavi tak, aby kyslik byl na této
elektrodé redukovan, mtze dojit k situaci, ze veSkery kyslik transportovany difuzni bariérou k
elektrodé je zredukovan, tj. jeho parcialni tlak na povrchu elektrody klesne k nule. V tom ptipadé
prochazi senzorem limitni difazni proud, ktery je pfimo Umérny parcidlnimu tlaku kysliku,
1=K - poy. Timto zplsobem lze podstatné citlivéji méfit obsah kysliku ve vyfukovych plynech a
regulovat tak vstup chudsi smési do motoru.

14.3.2 Senzory s pomocnou fazi

Jak bylo feceno vyse, tuhy elektrolyt, ktery je pouzitelny v solid-state senzoru pro detekci
urcitého plynu, musi mit vodivost zplsobovanou ionty tohoto plynu nebo ionty, které se ucastni
jeho elektrochemické reakce. Ne vzdy lze nalézt pozadovany tuhy elektrolyt. V tom ptipad¢ lze
vyuzit tzv. pomocné faze.

Princip nejlépe vysvitne z nasledujiciho pfikladu. Pro stanoveni chloru je sestaven
elektrochemicky ¢lének, jehoz schéma je na obr. 14.4. Tuhym elektrolytem je v ném ionty Ag’
dopovany B-Al,O; (B-alumina, viz tab. 14.2). Katodou je platina, na niz dochézi k redukei 1/2Cl, +
e 5 CI', anodou kovové stiibro. Pokud by platinova katoda byla v ptimém kontaktu s elektrolytem,
nemohl by ¢lankem prochazet proud, protoze elektrolyt neni vodicem ionti Cl". Vlozi-li se mezi
tuhy elektrolyt a katodu pomocna vrstva, AgCl, mtize byt obvod iontové uzavien v disledku reakei
uvedenych na obr. 14.4: chloridové ionty vznikajici na katodé reaguji se stfibrnymi ionty v
pomocné fazi, jejich tbytek je kompenzovan rozpousténim stiibrné anody, odkud mohou byt
dopravovany do pomocné faze -aluminou. Elektrony pak prochazeji vnéjSim obvodem a
odpovidajici proud je analytickym signalem.
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Obr. 14.4: Schema solid-state senzoru s pomocnou fazi (AgCl) pro stanoveni chloru

14.4 Senzory zaloZené na zméné elektronové vodivosti

Typickymi senzory plyni zaloZenymi na méfeni elektronové vodivosti jsou tzv. metaloxidové
senzory. Nékteré oxidy kovil se chovaji jako polovodice a maji schopnost adsorbovat a redukovat
na svém povrchu kyslik. K reakci dochazi za zvysené teploty. O elektrony spotfebované k redukci
kysliku je ochuzena povrchova vrstva a odpor mezi zrny polovodi¢e je velky. V pfitomnosti
nekterych plynti, zpravidla snadno oxidovatelnych, napt. uhlovodikli, schematicky popsanych jako
R-H,, dochéazi k tomu, Ze plyn se na povrchu polovodi¢e adsorbuje, disociuje a adsorbovany vodik
reaguje s adsorbovanymi ionty O*” na vodu. Touto reakci uvolnéné elektrony jsou injektovany do
vrstvy polovodice a jeho odpor klesne. Popsany princip detekce je zndzornén na obr. 14.5A.

Z konstrukéniho hlediska jsou senzory tohoto typu realizovany jako trubickové typy, tj.
aktivni material je ve formé trubicky, uvnitf s vyhiivacim kovovym vlaknem. Tyto senzory jsou
distribuovany pod nazvem TGS (Tagushi Gas Sensors), obr. 14.5B. Piiklady polovodivych oxidt
pouzivanych jako aktivni material v metaloxidovych senzorech jsou v tab. 14.3. Tyto oxidy byvaji
dopovany riiznymi piimésemi ke zvySeni poctu nosicl naboje a k ovlivnéni citlivosti a selektivity.
Kromé dopujicich pfimési se citlivost detekce zvySuje sniZzovanim velikosti zrn polovodice, v
soucasné dob¢ az do nanometrové oblasti, ptiznive se zde uplatiuje zlepSeny pomér povrch/objem.

Dalsi konstruk¢éni variantou senzord zalozenych na méfeni elektronové vodivosti jsou
chemirezistory, obr. 14.5C, kde je aktivni material nanesen ve form¢ tenkého filmu na dvojici
vodivostnich elektrod zpravidla tzv. interdigitalniho typu. Aktivnimi vrstvami chemirezistorti
mohou byt rovnéz filmy polovodivych oxida (tab. 14.3), ale pouzivaji se i jiné aktivni materialy,
napt. metaloftalocyaniny ¢i vodivé a polovodivé polymery. Selektivita chemirezistord pii pouziti
metaloftalocyaninil zavisi vyrazné na typu koordinovaného kovu.

aktivni
material

wyhfivaci
vlakno

vodivostni aktivni material
elektroda /

o f /
.
| z P
/ 7

méfeni
vodivosti

—— . . =
elektrody inertni substrat
vyhfivani

Obr. 14.5: Schéma metaloxidovych senzorii. Princip detekce plynnych latek (A), trubickovy typ
senzoru (B), struktura chemirezistorit (C)
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Tab. 14.3: Piiklady polovodivych oxidit kovii pouZivanych v senzorech pro detekci uvedenych
plynii ve vzduchu

Oxid Detegovatelné plyny
SnO, H,, CO, NO,, H,S, CH,
TiO, H,, C,HsOH, O,

Fe,05 CO

Cr; 5Tip,0; NH;

WO, NO,, NH;

In,05 03, NO,,

LaFeO, NO,, NO,

Vzhledem k velikosti a piimé kompatibilit¢ s mikroelektronickymi prvky jsou
chemirezistory Castymi prvky souborti senzort, obr. 14.6, vyuzivanych v problematice tzv.
elektronickych nosti. Tyto analytické systémy jsou pouzivany predevSim k charakterizaci
analyzovaného plynného prostfedi jako celku, tj. nikoli k detekci a stanoveni jednotlivych
komponent, chemickych individui, které jsou v tomto prostfedi obsazeny. Pfed pouzitim v praxi je
nutno elektronicky nos nejprve naucit rozpoznavat rtizna prosttedi, podobné jako je tomu v ptipadé
biologického nosu. Za tim ucelem je soubor senzord postupné exponovan riznym prostfedim
(takovym, ktera maji byt poté elektronickym nosem identifikovana a charakterizovana). Soubor
obsahuje senzory, z nichz t¢éméf kazdy méni stav na vystupu po expozici analyzovanému prostiedi,
ale kazdy jinak; kromé senzor chemickych latek jsou soucasti souboru zpravidla i teplotni ¢idlo,
senzor relativni vlhkosti atp. Soubor odezev sejmutych ze vSech senzorti v kazdém prostiedi je
vhodnymi chemometrickymi metodami vyhodnocen a je mu pfifazen urcity vyznam. Pfi
praktickém pouziti je elektronicky nos schopen rozlisit a identifikovat ta prostiedi, ktera se naucil
rozpoznavat. Elektronické nosy nachazeji uplatnéni v mnoha oblastech lidské cinnosti (kvalita
potravin a napojl, kosmetika, lékaiska diagnostika, kriminalistika atd.). V soucasnosti se k
vyhodnocovani souboru odezev pouzivaji predev§im metodiky umélych neuronovych siti.

Obr. 14.6: Piiklad souboru senzorii s chemirezistory s riiznymi chemicky citlivymi vrstvami
a soubor metaloxidovych senzorii ve vicku testovaci cely elektronického nosu
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14.5 Senzory zaloZené na méreni zmén teploty

Chemické reakce jsou Casto doprovdzeny zménou teploty. Je tedy mozno tohoto efektu vyuzit
k detekci a stanoveni plynnych latek, pfi jejichz reakci s urcitou komponentou senzoru k tomu
dochazi. Zcela obecné lze strukturu téchto senzorti popsat jako kombinaci chemicky citlivé vrstvy
a neselektivniho teploméru.

14.5.1 Pelistory

Pelistory jsou senzory pouzivané pro detekci a stanoveni hoflavych plynt. Nékteré materialy
(kovy, oxidy kovli) maji katalytické ucinky, takze plyny jsou na jejich povrchu oxidovany (hoti) pfi
podstatné nizsi teploté, nez je jejich normalni teplota vzplanuti. Jde tedy o tzv. katalytické
spalovani (nékdy byvaji tyto senzory nazyvany katalytickymi senzory). Hofeni plynu je
doprovazeno zménou teploty, ktera je snimana teplotnim cidlem.

Nejjednodussi formou senzoru vyuzivajiciho katalytické spalovani je platinovy dratek.
Platina ma vyrazné katalytické vlastnosti a jeji odpor se méni prakticky linearné se zménou teploty
v oboru 500 az 1 000 °C, coz je pracovni teplota platinového senzoru. Platinovy dratek ma dvoji
funkci, je vyuzit jednak jako vyhiivaci télisko a zaroven jako meétidlo zmény teploty. Problémem
je, ze pti uvedenych pracovnich teplotach se platina jiz znatelné vypatuje, dochdzi ke zméné
praméru dratku a tudiz i ke zménam jeho odporovych vlastnosti. Vysledkem je drift signalu ze
senzoru a nakonec i pieruseni platinového dratku.

Resenim tohoto problému je piekryti platinového dratku keramickym materidlem na bazi
oxidi kovu (Al,Os, SiO, a dalsi), na jehoz povrchu je nanesen potiebny katalyzator. Ochranna
keramika ma tvar kuli¢ky ¢i valeCku o priméru kolem 1 mm. Uvnitt keramiky skryty platinovy
dratek si zachovava funkci vyhtivaci a méfici; toto je typické uspotradani pelistoru, obr. 14.7A.
Takto chranény platinovy dratek mutize byt velice tenky, coz ma ptiznivy vliv na velikost pelistoru,
umoziuje citlivéjsi detekci latek a snizuje naroky na vykon napajeciho zdroje.

keramika chem. citliva ﬂ .
s katalyzatorem  Ptdratek ~ vrstva ~ pyroelekirikum

‘)I FT1

U vyhfivani

V-metr

A B

Obr. 14.7:  Schematické usporddani pelistoru (A): Pt dratek je méridlem teploty a zastava
funkci vyhiivaci, katalyzdtor je nanesen na povrchu ochranné keramické kulicky ci
vilecku. Schema pyroelektrického senzoru (B)

Pii méfeni je signal z pelistoru zpravidla provnavan se signalem z referencniho pelistoru
stejné konstrukce a sloZeni, ale bez katalyzatoru; pelistory byvaji zapojeny ve vétvich Wheatstone-
ova mustku. Jejich vyznam je pfedevsim pro stanovovani hoflavych plynt a par o koncentracich
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blizkych tzv. dolni mezi vybusnosti (DMV), obecné nad asi 100 ppm. Typické zavislost signalu
z pelistoru na koncentraci, demonstrovana na prikladé¢ smési methanu a vzduchu, je na obr. 14.8.
V koncentraéni oblasti 0-5 %, tj. pod DMV, je odezva témeft linearné zavisla na koncentraci. Pfi
koncentraci blizké stechometrické (asi 9 % pro uvedeny piipad) odezva prudce vzroste. Pro kon-
centrace nad asi 20 % odezva klesa a v €istém methanu je rovna nule.

Problémem pii praktickém pouzivani pelistort je deaktivace katalytické aktivity nékterymi
latkami, coZ se projevuje sniZzenim nebo totdlni ztratou odezvy. Inhibitory (napf. halogenované
uhlovodiky, freony) zpiisobuji docasnou ztratu aktivity, kalyzatorové jedy (napf. silikony,
alkylované slouceniny tézkych kovi, slouceniny siry) zpisobuji ztratu aktivity trvalou. Odolné&;jsi
typy pelistorii jsou pfed témito latkami chranény vrstvou molekulového sita (zeolity) nebo je k
ochran¢ platinového dratku pouzita porézni keramika a katalyzator je dispergovan uvnitf jejich

pord.
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Obr. 14.8: Typicka zavislost vystupniho signdlu pelistoru na koncentraci plynu demonstrovand
na piikladé methanu ve vzduchu

14.5.2 Pyroelektrické senzory

Pyroelektrika, napt. monokrystal LiTaOs;, maji tu vlastnost, Ze pfi zméne toku tepla témito
materialy dochazi ke generaci pyroelektrického napéti. V senzorech plynt se vyuziva uspotadani,
pfi némz je platek pyroelektrika na jedné strané elektricky vyhfivan a na strané druhé opatien
filmem chemicky citlivé vrstvy, obr. 14.7B. Pokud v analyzovaném prostiedi neni pfitomna latka,
ktera pti reakci s chemicky citlivou vrstvou méni jeji teplotu, je tepelny tok pyroelektrikem
konstantni, ¢emuz odpovida i konstantni hodnota pyroelektrického napéti. Je-1i chemicky citliva
vrstva v kontaktu s analytem, dojde k interakci spojené se zménou teploty chemicky citlivé vrstvy a
tim 1 ke zméné toku tepla, coz se projevi zmeénou pyroelektrického napéti. Naptiklad pro stanoveni
CO je chemicky citlivou vrstvou platinova ¢ern katalyzujici oxidaci analytu, pro stanoveni H, je
vhodnou chemicky citlivou vrstvou kovové palladium.

Pyroelektrika jsou vyuzivana téz v detektorech infraerveného zatreni. V této funkci nachazi
uplatnéni v tzv. nedisperznich infracervenych detektorech (NDIR), které jsou Casto pouzivany pro
monitorovani napt. oxidt uhliku.
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14.6 Senzory hmotnostni

Hmotnostni senzory vyuzivaji piezoelektrickych materiald, na jejichz povrchu je film chemicky
citlivé vrstvy. Zmeéna hmotnosti chemicky citlivé vrstvy v ptfitomnosti analytu se projevuje zménou
rezonanéni frekvence téchto materiali. V praxi se lze setkat s dvojim typem téchto senzort, s tzv.
Bulk Acoustic Wave (BAW) senzory, které jsou téz znamy jako kiemenné mikrovahy, Quartz
Crystal Microbalance (QCM) a senzory s povrchovou akustickou vinou, Surface Acoustic Wave
(SAW). Oba typy hmotnostnich senzord jsou ¢asto pouzivany jako komponenty souboru senzort
pro elektronické nosy. Obzvlasté druhy typ, SAW, je pro tyto ucely vhodny, protoze mize byt jak
materialove, tak rozmérove kompatibilni s mikroelektronickymi obvody. Typickym pouzivanym
piezoelektrikem je kfemen, pouzivany jsou i jiné materialy, napt. LiNbO3, LiTaOs.

14.6.1 Kremenné mikrovahy

V téchto senzorech je z ktemenného krystalu vytiznuta desticka (tzv. AT-cut), viz obr. 14.9, ktera je
na dvou protilehlych stranach opatiena elektrodami (napi. napafenim kovu). Desti¢ka s elektrodami
je soucasti elektronického oscilatoru a privadi se na ni stiidavé elektrické napéti o frekvenci blizké
rezonan¢ni frekvenci kfemenné desticky. Pod jeho vlivem se desticka rozkmita. Na povrchu desticky
je nanesena vhodna chemicky citliva vrstva, jiz byva zpravidla latka, v niz se analyt absorbuje. Tim
se zvetsi jeji hmotnost a frekvence oscilaci poklesne. Pro zménu frekvence, Af, plati vztah

2
Af =-2,3-10° -fO—AA’"

kde f je zakladni rezonanc¢ni frekvence desticky, Am je zména hmotnosti a 4 je plocha chemicky
citlivé vrstvy. Je vidét, Ze ¢im vyssi je zakladni rezonancni frekvence, tim mens$i zména hmotnosti
se projevi zménou frekvence. Proto byvaji pouzivany takové fezy, jejichz zakladni frekvence je
fadu jednotek az desitetk MHz. Tak napt. pfi frekvenci 10 MHz zptsobi méfitelnou zménu
frekvence, 0,1 Hz, zména hmotnosti 107"’ g cm™. Aby bylo moZno zménu frekvence piesné zjistit,
méti se zpravidla rozdil frekvenci dvou stejnych oscilatori, z nichz jeden je exponovan
analyzovanému prostiedi a druhy je v prostfedi referentnim. Pfi meéfeni je nutno dodrzovat
konstantni teplotu a pokud méteni probihd v toku nosného plynu, musi byt konstantni i jeho
pritokova rychlost. Koncentracni zavislosti byvaji nelinearni.

kifemenny vyfez
— . (AT-cut)

v /\/_ ) chemicky citliva
| vrstva

kovova (Ag)
elektroda

A B

Obr. 14.9: Schéma kifemennych mikrovah (A) a zpisob vyrezu kifemenné destiCky z krystalu,
tzv. AT vyiez (B)

pfivody ac napéti
k elektrodam
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14.6.2 Senzory s povrchovou akustickou vinou

Druhym typem hmotnostnich senzorii jsou tzv. SAW-senzory. Pfivedenim stfidavého napéti
vysoké frekvence na dvojici elektrod interdigitalniho typu vytvofenych na povrchu piezoelektric-
kého materialu se rezonan¢nim rozkmitdnim povrchovych vrstev piezoelektrika generuje tzv.
Rayleighova povrchova vilna (obr. 14.10A). Ta postupuje po povrchu piezoelektrika a mize byt
prevadéna dalsi dvojici elektrod, vytvofenych na téze stran¢ piezoelektrika jako elektrody
generacni, zpét na stfidavé elektrické napéti. Pokud se na povrchu piezoelektrika miize analyt
adsorbovat, nebo je povrch opatfen vhodnou chemicky citlivou vrstvou, v niz se analyt selektivné
absorbuje, dochazi ke zméné hmotnosti povrchu a méni se rychlost Sifeni povrchové viny
projevujici se zménou rezonancni frekvence (podobné jako tomu je v ptipadé BAW-senzori) a jeji
amplituda. Princip je zfejmy z obr. 14.10B.

Podobné¢ jako u BAW-senzorti je zména frekvence se zménou hmotnosti zavisla na ctverci
zékladni rezonancni frekvence. Jelikoz povrchovou vinu lze budit v tenkych filmech piezoelektrika
(na rozdil od podstatné hmotné&jsich desticek v BAW-senzorech), mize byt tato frekvence rfadu az
GHz. Proto jsou SAW-senzory citlivéjsi, 1ze detegovat zmény hmotnosti az 107" g cm ™. Ptiklady
typickych aplikaci SAW-senzorti jsou v tab. 14.4. Uvedené materidly chemicky citlivych vrstev
jsou pouzitelné i v BAW-senzorech.

piezoelektricky chem. citliva

vybrus vrstva
20 f/ / Q0
L @
s ' _ D’:'\:El
MHz, GHz | ! elektrody
a)

-

1 ni B 111}

A B

Obr. 14.10: Schematické zndzornéni Rayleighovy povrchové viny (A) a princip SAW senzorii (B)
(a — vznik povrchové viny v misté vysilacich elektrod, b — ovlivnéni povrchové viny
chemicky citlivou vrstvou v pritomnosti analytu, c — generace vystupni frekvence na
misté prijimacich elektrod)

Tab. 14.4: Piiklady plynii a par stanovitelnych SAW-senzory

Plyn ¢&i para ChemicKky citliva vrstva Limit detekce
H, Pd 50 ppm

NH; Pt <0,5%

NO, Pb-ftalocyanin 0,5 ppm

H,S WO, <10 ppm

SO, triethanolamin 10 ppb

H,O polyimid 1,1 kHz / % RH*
organofosforecnany fluoropolyol 0,03 ppm

*) RH = relativni vlhkost
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14.7 Optické senzory

Pro stanoveni plynnych latek optickymi senzory je vyuZzivano stejnych principti jako pii
standardnich optickych metodach, tj. absorpce a emise zafeni. Casto je zde k vedeni zafeni
vyuzivano optickych vlaken, svétlovodd.

Opticka vlakna mohou byt vyuzita dvojim zplisobem. V tzv. extrinsickych senzorech slouzi
vlakno jako pasivni vodi¢ zareni od zdroje k mistu detekce a odtud k detektoru, tj. chemicky citliva
vrstva, v niz dochazi ke zméné optickych vlastnosti v dasledku interakce s analytem, lezi mimo
optické vlakno. Typickym ptikladem takového senzorti je opticka varianta potenciometrickych
plynovych senzord Severinghausova typu (viz ¢ast 14.2.1); schéma je na obr. 14.11A. Chemicky
citliva vrstva, oddélend od analyzovaného prostiedi napt. permeabilni membranou, obsahuje vodny
roztok pH-indikéatoru. V pfitomnosti analytu podl¢hajiciho ve vodé protolytickym reakcim (viz tab.
14.1) se meéni pH roztoku, na coz reaguje indikator zménou barvy. Ta je detegovana opticky.
Pouzitim zrcadla se prodluzuje opticka draha, ¢imz je umoznéna citlivéjsi detekce analytu.

Pti druhém zptsobu vyuziti optickych vlaken je Cast ochranného obalu vldkna odstranéna
a piimo na obnazené vlakno je nanesena chemicky citliva vrstva. Jde o tzv. intrinsické senzory,
k detekci analytu dochazi na optickém vlakné. Vedeni zéfeni optickym vlaknem je zaloZeno na
totalnim odrazu zateni na rozhrani dvou latek o rizném indexu lomu (rozhrani jadro vldkna/opticky
izolator). Pii tom se vSak neodrazi zafeni zcela, ¢ast ho vystupuje z vlakna do urcité vzdalenosti
jako tzv. evanescentni vlna. Toto zafeni miZze interagovat s chemickym prostiedim na povrchu
optického vlakna. Ptikladem vyuziti tohoto typu senzort je fluorescencni senzor kysliku, obr.
14.11B. Zafeni budici fluorescenci je od zdroje (svételné diody, LED) vedeno vlaknem k mistu
detekce, v némz je na povrchu vldkna film komplexu tris(4,7-difenyl-1,10-fenathrolin)ruthenatého
imobilizovaného v hydrogelu. Stejnym vldknem je vedeno emitované fluorescencni zareni k
detektoru. V pfitomnosti kysliku dochazi ke zhaseni fluorescence. Vyuziti jednoho vlakna pro
privod i odvod zafeni je umoznéno tim, Ze ob¢ zafeni se li§i vlnovymi délkami. Pokud by budici
zafeni interferovalo se zafenim emitovanym, lze vyuzit varianty uspotadani vlaken jako na obr.
14.11C.

k detektoru budici ' zdroj modulovaného

; LED filtr pro zareni
od zdroje — -~

optické
viakno

fluoreskujici
komplex

se subst.

-~ fenanthrolinem

i kyveta
membrana Ad 3
-~ é
S absorbujici =}
+__chem_citliva molekula =
vrstva == filtr pro -
~zrcadlo detektor O 4 > 550 nm mikrofon

Obr. 14.11: Zadkladni principy optickych senzori. Senzor pro stanoveni plynii podléhajicich
protolytickym reakcim ve vodném roztoku (typ extrinsického senzoru) — A, senzor
pro stanoveni kysliku pracujici na principu zhadSent fluorescence (typ intrinsického
senzoru) — B, jind varianta usporddani optickych vidken v senzorech zaloZenych na
fluorescenci — C, princip optoakustického senzoru — D
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Nekteré konstrukéni varianty senzoril s optickymi vlakny jsou nazyvany optrody — obdoba
nazvu elektroda, tj. senzoru, ktery je pouzit tak, ze je jednoduSe ponofen do analyzovaného
prostiedi. Nékdy se lze setkat s nazvem optoda.

14.7.1 Optoakustické senzory

Mnohé molekuly v plynné fazi maji v infracervené oblasti pii vinovych délkach mezi 1 az 15 um
ostré a vyrazné absorp¢ni pasy (oblast skeletarnich vibraci, tzv. molekularni fingerprint), které jsou
vyuzitelné pro selektivni kvalitativni i kvantitativni analyzu optoakustickymi (fotoakustickych)
senzory. Princip je nésledujici: do kyvety s analyzovanym plynem je vysilano pulsni nebo
amlitudové modulované zafeni (frekvence 10 az 10° Hz) o vlnové délce, kterou stanovovany plyn
absorbuje, obr. 14.11D. Zpravidla se vyuziva rlznych typtu laserd a z rozmérovych divodua i
laserovych diod. Absorpci zafeni dochazi k zahrati plynu amérnému absorbované energii a tim ke
vzristu tlaku v kyveté. Tlakové zmény jsou snimany akustickymi detektory, napt. elektretovymi
mikrofony. Moderni mikrofony a vhodna zpracovatelska elektronika dokazi detegovat tlakové
zmény vyvolané zménou teploty fadové 107® az 1077 °C, vysoce citlivymi optickymi mikrofony a
10 °C. Amplituda akustického signalu je korelovana s koncentraci plynu. Vysoké citlivosti je
dosahovano pouzitim fazové citlivé detekce akustickych vin (minimalizace signalu pozadi, Sumu) a
detek¢énimi celami typu akustickych rezonatort.. Na rozdil od standardni absorpéni spektroskopie se
méii absorbovana energie, nikoli energie prosla vzorkem. Lze tedy této metody pouzit napf. i pro
detekci plynt v opaleskujicich prostiedich. Detek¢ni limity pfi stanoveni plynt a par organickych
latek jsou fadu desetin az jednotek objemovych ppb. Citlivé optoakustické detekce je vyuzivano
nejen v tradi¢nich environmentalnich aplikacich, ale napft. i v mediciné (analyza latek v dechu) ¢i
skladovani potravin (kontrola stopovych koncentraci uvoliiovanych plynti).

14.7.2 Detekce plynnych latek v otevifeném prostoru — LIDAR

Ve valné vétsiné aplikaci uvedenych senzord dochazi k detekci v prostoru o malém objemu Ci
dokonce v prostoru zcela uzavieném. Velice efektivni a do budoucna nepochybné perspektivni
metodou sledovani plynnych latek v prakticky neohrani¢eném prostoru je tzv. LIDAR (LIght
Detection And Ranging). Domnivam se, ze zminka o této detekcni metod€ je vhodnym zavérem
textu o chemickych senzorech, byt charakter zafizeni neodpovida zcela obecné definici

Cheml%‘f&&gelﬁ%RU je jednoduchy, technické naroky na zafizeni, predev§$im na rychlost

zpracovani signalli, jsou vSak zna¢né. LIDAR vysila nad sledovanou oblast pulsni laserovy paprsek
o vlnové délce, kterou absorbuje analyt a méii intenzitu tohoto zafeni odrazenou z atmosféry (od
molekul plynt, prachovych ¢i aerosolovych ¢astic) zpét k pfistroji. Intenzita pfijatého zateni zavisi
jednak na vzdalenosti, z které bylo zafeni odrazeno a jednak na obsahu absorbujicich molekul
analytu. Korekce na zeslabeni intenzity zareni vzdalenosti je provedena tak, ze soubézné s méticim
zéfenim je vysilano zafeni o vlnové délce, kterou analyt neabsorbuje. Vyhodnocuje se rozdil
intenzit téchto dvou zafeni v zavislosti na vzdalenosti od LIDARU (obr. 14.12). Soucasna
elektronika je schopna zpracovat odrazeny signal jiz ze vzdalenosti fadové stovek metrii. Smér
vysilaného zafeni Ize ménit v horizontalnim i vertikalnim sméru a ziskat tak prostorovy obraz
obsahu analytu nad sledovanou oblasti. Piiklady aplikaci LIDARU pfi sledovani zamoteni
atmosféry béznymi polutanty jsou v tab. 14.5.
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Obr. 14.12: Schéma pouziti LIDARU k detekci ldatek v prostoru (A,, — vinova délka absorbovand
analytem, A;— vinovd délka referencniho zdieni neabsorbovand analytem).

Zatizeni je mobilni, takZe je Ize umistit na vhodné misto a sledovanou oblast monitorovat
dalkové. LIDAR nemusi byt umistén pouze v pozemnich zatizenich, stale Castéji byva umistén
napf. v letadlech. V kombinaci ze satelitni navigaci je timto zpisobem mozno ziskéavat piesné
obrazy rozlozeni latek nad rozsahlymi uzemimi.

Tab. 14.5: Detekce béZnych polutantit metodou LIDAR

Polutant Limit detekce, pg m™ Rozsah, km
oxid siti¢ity 10 3

oxid dusicity 20 3

oxid dusnaty 3 0,5

ozon 5 3

pary rtuti 0,0002 1

chlor 85 3

toluen 10 2

benzen 10 2

Podékovani

Prace vznikla za podpory MSMT CR, vyzkumny zamé& MSM 0021620857.
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15.1 Introduction

Nanotechnology and nanomaterials become more and more popular at construction of devices such
as chemical sensors, biosensors, electromechanical and analytical systems, diagnostic instruments,
etc. It concerns the use of so-called nanomaterials and enables manipulations on the supramolecular
level. Chemical sensors are devices which incorporate a sensing element connected to the
transducer. The sensing element is able to recognize an analyte in the sample and chemically or
electrochemicaly intereact with analyte. If the sensing element is of biological origin we can speak
about the biosensors. The transducer converts the signal of the recognition process into the
measurable signal. According to type of the trasducer or measurable signal, the chemical sensors
can be classified into electrical/electrochemical, optical, acoustic and thermal.

15.2 What are nanomaterials?

Nanomaterials are characterized by at least one dimension smaller than 100 nm (Fig. 1). Typically
they have unique physical and chemical properties because of quantum size, mini size, surface and
macro-tunnel effects. Use of nanomaterials in construction of chemical sensors and biosensors
allows new signal transduction technologies, improvement of biological component
immobilization, simple and rapid analyses with high sensitivity and selectivity as well as analyses
in vivo. These structures involve, for example, carbon or metal nanotubes, nanoshells, nanofibers,
other carbon nanostructures such as fullerenes and diamonds, nanorods and nanowires, nanoscale
assemblies, nanoclusters and nanoparticles, as well as nanocomposites.

fullerene  carbon gold

nanotubes .
atom nanoparticles
AN
- L |‘:
l".-.a.-l
1A 100 nm

Fig. 15.1: Comparison of nanomaterial’s size

203



15.3 Types of nanomaterials

15.3.1 Carbon nanotubes

Carbon nanotubes (CNT) were discovered in 1991. Since that time they became very popular in
preparation of electrochemical sensors and biosensors because of their unique chemical, physical
and electrical properties. CNT are formed from rolled-up graphite sheet consist of carbon hexagons
(Fig. 15.2). They can be divided into two groups: single-walled carbon nanotubes (SWNT) consist
of one single carbon nanotube (Fig. 15.2a) and multi-walled carbon nanotubes (MWNT) which are
formed by several concentric CNT (Fig. 15.2b).

Fig. 15.2: Single-walled and multi-walled carbon nanotubes

According to the angle at which carbon sheet is rolled-up, CNT can have different chirality
leading to the differences in conductivity. We can recognize chiral and zig-zag CNT with the semi-
conducting properties and armchair CNT showing metallic properties (Fig. 15.3). These properties
can be affected by doping or functionalization of CNT.

zig-zag

3 chiral

armchair

Fig. 15.3:  Chirality of carbon nanotubes
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CNT are almost insoluble in all solvents. This fact can lead the problem in sensor
applications. Strong attractions between carbon atoms are a reason for the aggregation of CNT and
the hydrophobic interactions cause that CNT cannot be dispersed in polar solvents such as water or
ethanol. Several methods of CNT dispersion were reported:

a) oxidative acid treatments (refluxing in diluted HNO3);

b)  non-covalent stabilization in non-polar organic solvents (dimethylformamide (DMF)) using
surfactants (sodium dodecyl sulfate (SDS), Nafion) and y-cyclodextrin;

c) covalent stabilization (by glucose, DNA, enzymes).

Very often CNT are pretreated with the mineral acids, such as HNO; and H,SO,, under
reflux or with aid of ultrasonication. During this process CNT become shorter and open and
carboxylic groups are introduced into the tips of CNT. Such nanotubes can be sucessfully dispersed
in solvents, such as water, ethanol and acetone. Carboxylic acid groups can be further modified
(Fig. 15.4). Side-walls of CNT can be functionalized with different substances.

Because of the biocompatability of CNT, they can be advantageously used at
electrochemical biosensors. They can enhance the reactivity of biomolecules, mediate the
biorecognition reaction and work as catalysts or signal trasducers. They effectively increase the
electrode surface and adsorb the biomolecules such as enzymes or nucleic acids.

- HNO;, H,SO ‘' - =0
s —— S B
o~ N on
DCC | NHy(CH,),SH
o M o
A - =
c— :ﬁ— C
~ @ N
SH(CH,),NH HN(CH,),SH

Fig. 15.4: Functionalization of carbon nanotubes (DCC — dicyclohexylcarbodiimide)

Electrochemical sensors

The first application of CNT at electrochemical sensors was reported in 1996. Since that time CNT
became promising and often used at the preparation of electrochemical sensors and biosensors due
to their large ratioof length to diameter leading to a high surface-to-volume ratio. Enhanced
electron transfer ability was also observed. CNT have good biocompatability and form an
environment suitable for the immobilization of biomolecules. To prepare the CNT modified
electrodes, the usual methods of the chemical modification can be used: in the case of bulk
modification it is mixing of CNT with the binder liquid, epoxy resin or sol-gel material to prepare
the CNT composite while in the case of surface modification usually adsorption,
electropolymerization with monomer, cross-linking or covalent binding can be used.

The paste and composite electrodes are very popular for many years because of their simple
preparation and use. CNT paste can be prepared by mixing of CNT with the binder liquid such as
vaseline, mineral oil, nujol or bromoform. This approach combines the advantages of CNT material
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with the attractivity of the carbon paste such as feasibility to incorporate different substances and
the low background currents. CNT paste electrodes were reported as stable and robust and they are
generaly easily renewable. They showed an excellent electrochemical catalytic properties towards
biologically active substances. In contrast to simple carbon paste electrode, the properties of CNT
enable to use up to 50 % of mineral oil without any leaking of paste into the solution.

The CNT paste electrodes (CNTPE) exhibit also excellent electrocatalytic properties to
biologically active substances such as DNA and others. DNA can be immobilized on the surface of
CNTPE by an electrically stimulated adsorption from its solution in acetate buffer. It was shown
that CNTPE is a suitable tool for adsorptive stripping measurements of trace levels of nucleic acids
and it provides an enhanced signal of guanine oxidation. Moreover, free guanine can be adsorbed at
CNTPE under certain conditions at which no adsorption at conventional CPE is observed. The
interaction between nucleic acids and CNTPE has mainly hydrophobic character. Another way for
immobilizing biomolecules is to mix them directly with the CNT and binder.

Teflon is material suitable for the preparation of CNT composite electrodes. Granular Teflon
can be mixed with CNT to give the composite which is put into the electrode tube. It was shown
that this combination did not decrease the electrocatalytic properties of CNT. Sol-gel is the method
for the preparation of ceramic materials. Sol-gel technology is based on the fabrication of inorganic
materials by formation of the colloidal suspension (sol) and gelation of the sol to the form of wet
gel, which is then dried to form dry gel. The step of condensation and polycondensation yealds to a
polymeric oxo-bridged siloxane network. The resulting electrodes could be simply renewed by
polishing the electrode surface.

During the fabrication step the electrochemical mediators and recognition elements can be
also incorporated into the composite. In this case, CNT ceramic composite electrode can be
prepared by dispersing CNT in the trimethyltrimethoxysilane derived sol-gel solution. CNT are
physically entrapped into the network structure therefore their chemical and electrochemical
properties are not changed. Such electrode showed a high stability, mechanical rigidity and high
electrochemical reactivity and it was used for amperometric determination of nicotinamide adenine
dinucleotide (NADH) and H,0,. Sol-gel material can be also prepared directly on the surface of
glassy carbon electrode (GCE) as the composite film. In the preparation of biosensors, two methods
of the electrode modification can be used. The surface of the electrode can be modified by simple
adsorption of CNT, then enzyme mixed with the sol solution can be added as further layer. Another
way is to mix CNT and enzyme with the sol solution and put it onto the surface of electrode.

Very often, pre-treated CNT (using mineral acids or ultrasonication) in the form of disper-
sion in DMF, dihexadecyl-hydrogen-phosphate (DHP) or other dispersion agents are simply casted
onto the surface of GCE, CPE or metal electrode to form CNT film. Solvent is then evaporated.
Such sensors show a stable electrochemical behaviour and could be used to catalyze the electro-
chemical reaction of biomolecules (dopamine, epinephrine, ascorbic acid, cytochrome c), fast re-
sponse, excellent reproducibility, long stability and low detection limits also for trace metals (mer-
cury, lead, cadmium) and toxic compounds (H,S, NO, nitrophenols). They are very popular be-
cause of simple preparation. CNT can also serve as the nanoreactors and they can be filled with
metalic, inorganic or organic materials. The presence of any molecule filled will affect the proper-
ties and the further applications of the modified CNT. For example, MWNT filled with toluene
were dispersed in ethanol. Suspension was then silmply casted onto the surface of Au electrode and
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dried on air. It was found that the toluene-filled carbon nanotubes can catalyze the electrochemical
response of some biomolecules such as dopamine and epinephrine while empty nanotubes do not.

One of the most frequently used methods of CNT immobilization on the electrode surface is
self-assembling. This method enables to functionalise electrode surface easily by forming a highly
organized and well-defined monolayer film. In general, the self-assembled monolayers (SAM) are
organic assemblies formed by the adsorption of molecular constituents from solution or the gas
phase onto the surface of metal electrodes; the adsorbates organize spontaneously into the
crystalline structures. The molecules or ligands that form the SAM have a chemical functionality or
“headgroup” with a specific affinity for a substrate; in many cases, the headgroup also has a high
affinity for the surface and displaces adsorbed adventitious organic materials from the surface. The
flexibility to design different head groups of monolayers by large numbers of electroactive or
electroinactive functional groups makes this method usefull also for the preparation of biosensors.
In case of CNT one end of nanotube is first termined with thiol groups (disulphides, amines, silanes
are also suitable). Then modified CNT are self-assembled onto Au surface via Au-S bonds. Second
end of CNT can be then modified with biomolecule to produce biosensor. The big advantage of this
method is in the obtaining of well-ordered CNT surface (Fig. 15.5).

Au electrode

Fig. 15.5: Highly ordered self- assembled carbon nanotubes

Very often a self-assembling method serves for the preparation of DNA modified CNT
biosensors. Two ways of preparation can be used: CNT are first self-assembled, then DNA is
covalently atteched into unbonded end of CNT or DNA is covalently attached onto CNT, this
product is then self-assembled via CNT onto the electrode surface. Self-assembling of CNT can be
also mediated with DNA as a linker. In this case, the ends of CNT are functionalized with single-
stranded DNA (ssDNA). Electrode surface is modified with complementary ssDNA. Then
hybridization event is allowed to self-assembling CNT via DNA.

Polymer matrix was also reported as good way to disperse CNT, therefore it was used to
prepare CNT composite or polymeric film. The unique properties of CNT can be then coupled with
the properties of polymeric matrix. The mostly used polymers are polypyrrole, polyaniline and
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B-cyclodextrin. Polypyrrole and polyaniline are conducting polymers and they can be prepared by
electropolymerization. CNT can be incorporated in the polymer film during the electropolymeri-
zation step. Resulted polymeric material shows enhanced electrocatalytic activity, conductivity as
well as charge density. The advantage of electropolymerized films is in their uniformity and possi-
bility to control the thickness and morphology of the film by applied current or potential. An
electropolymerization of the polymer in solution contained catalyst (ferrocyanide, ruthenium com-
plexes, copper complexes) enables an incorporating catalyst into the polymeric film.

The polyppyrole (ppy) film can be deposited from neutral pH and one of its attractive
features is good conductivity and the contribution to a sufficient stability of the biosensors. Ppy
film doped with CNT can be prepared by several cyclic voltammetric scans in the range from 0 V
to 0.7 or 0.9 V or by holding constant potential around 0.7 V for given time directly in the solution
contained certain amount of pyrrole monomer and CNT. There are also many applications of ppy at
CNT biosensors. Two approaches were used: the surface of the electrode was modified with a
suspension of CNT functionalized with carboxylic groups, then the ppy film doped with
biomolecule was formed using electropolymerization from the solution containing pyrrole and
biomolecule. In the second case, the ppy film doped with CNT was prepared on the surface of the
electrode by the electropolymerization from the solution contained pyrrole and CNT. The film was
covered with the biomolecules to form the biosensor.

Similarly to ppy, polyaniline (pani) is also favourable polymer because of its electrochemical
properties and formation of environment suitable for immobilization of biomolecules. pani can also
act as a mediator for enzyme electrodes, where pani undergoes redox cycling and can couple
electrons directly from the enzyme active site to the electrode surface.

Cyclodextrins (CD) can effectively enhance the dispersion of CNTs and immobilize them by
an entrapment within the polymer. The ability of CD to form supramolecular complexes is well
known. They can serve as efficient molecular receptors. The composit which containes CD and
CNT offers the advantages of both mentioned materials. The complexes between CD and CNT
were studied using NMR and Raman spectroscopy. The evidence of an intermolecular interaction
between y-CD and SWNT was found and it was shown that SWNTs can be solubilized by
threading with large-ring CD (n-CD).

Many applications of the CD/CNT film coated electrodes for the determination of biological
and other organic molecules such as dopamine and epinephrine, thymine, dopamine, rutine and
DNA were reported. It was also shown that B-CD at the electrode surface can act as a filter
mambrane. CD can serve in two positions: the dispersion of CNT and the preconcentration of
determined molecules by a forming the supramolecular complexes. Sensors are prepared usually by
casting CNT suspension in CD onto the surface of electrode and evaporated to dry.

Chitosan is the cationic polymer which has been extensively studied for many purposes be-
cause of its biocompatability, biodegradability, multiple functional groups and solubility in aque-
ous medium. When mixed with CNT, chitosan can seve as effective dispersion agent while CNT
enhance the mechanical and electrochemical properties of chitosan. It also forms a suitable envi-
ronment for further simple modification and efficient immobilisation of biomolecules. For exam-
ple, DNA is effectively immobilized on the polycationic polymer film of chitosan by means of
electrostatic attractions and a non-specific DNA adsorption can be avoided using high ionic
strength. Chitosan — MWNT solution was spread uniformly on the surface of the graphite electrode
and evaporated to dry. Then, DNA was immobilized on the surface of modified electrode by simple
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adsorption from its solution. As a cationic polymer, chitosan can adsorb anionic chemicals such as
CNTs containing carboxylic groups. Therefore, CNTs could be dispersed uniformly in aqueous
solution of chitosan and the stability of the CNT solution is enhanced.

The formation of DNA/chitosan-CNT film was indicated using the [Fe(CN)o]* /[Fe(CN)s]*
redox couple. In case of enzyme biosensor when the CNT-chitosan film was casted onto the glassy
carbon electrode surface, the oxidation potential of NADH decreased greatly. Furthermore, the
enzyme glucose dehydrogenease was immobilized onto the electrode surface with amino groups of
chitosan through cross-linking with glutaric dialdehyde. The resulting biosensor showed high
sensitivity and good operational stability.

A powder microelectrode can easily be prepared by etching the tip of a conventional Pt
microdisk electrode in aqua regia so that a microcavity is formed at the tip. Then the microcavity is
packed with powder by grinding the etched tip on the surface of a flat plate (such as glass) and
lightly spraying it with the powder of interest. The powder can be removed easily after the
experiments and the cavity cleaned by sonication. The advantage is that no binder is needed for the
preparation of the electrode, which is therefore simple and can prevent impurities. CNT powder
electrode can be prepared by filling the cavity with the powder of CNT. Such electrodes can be
used for the detection of inorganic compounds (nitrite, hydrazine) or for the study of
electrochemical properties of organic molecules (cysteine, horseradish peroxidase).

To modify the properties of CNTs, they can be doped with various materials, for example
metal nanoparticles, redox mediators, and polymers. Such conjugates offer the combination of the
properties of both materials used resulting in a synergic effect. For example, DNA was imobilized
on the electrode modified with a MWNT/nanoporous ZrO,/chitosan composite film to form the
DNA biosensor. It was shown that nanoporous ZrO, and MWNTs have a synergic effect on the
redox behavior of daunomycine. Because of effectively enlarged surface area and good charge-
transport characteristics, an increased ssDNA loading quantity and enhanced detection sensitivity
for the DNA hybridization were observed.

CNTs can be also used as a carrier of the nanoparticle tracer such as CdS quantum dots and
Pt nanoparticles at the detection of DNA hybridization. MWNT suspension was mixed with the Pt
solution and the resulted mixture was casted onto the surface of glassy carbon electrode. After
drying, the electrode was incubated in DNA solution to immobilize the DNA probe.
Electrochemical properties of the modified electrode were studied using cyclic voltammetry. The
results indicated larger effective surface of MWNT/Pt modified electrode than that of Pt or MWNT
modified electrodes. High selectivity of the MWNT/Pt based hybridization assay was also
observed.

Optical sensors

Although the CNT are mostly used in electrochemical sensors, several application at optical
sensors can be also found. They have unique fluorescent properties and show good photostability.
SWNT-based optical biosensors can be more sensitive owing to their increased scattering from
adsorbates. It is neccessary to functionalize SWNT with ligand specificity before using them in
biosensors. For this purposes, non-covalent binding is required because side-wall covalent
functionalization diminishes the optical properties of SWNT.

SWNT have to be also suspended as individuals to maintain the fluorescence. For example,
SWNT are suspended with glucose oxidase and side-walls are irreversibly functionalized by adsor-
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bed ferricyanide. Glucose react with glucose oxidase around SWNT. Generated H,O, reduces fer-
ricyanide. The reduction transfers the electrons back to the nanotube leading to increased fluores-
cence. These experiments suggest that fluorescent biosensors based on SWNT can be miniaturized
and applied in vivo soon.

The SWNT fluorescence sensor is a promissed tool which serves as multi-analyte sensor. It
is necessary to separate the SWNT according to their chirality or type and then functionalize them
selectively by an appropriate enzyme. It was found that the emision from SWNT red shifts when
surrounded by enzymes. Therefore, if various enzymes result in distinguishable shifts in
fluorescence, it could be possible to monitor each analyte by monitoring the intensity of the shifted
fluorescence spectra. Results show that CNT are good alternative for optical sensors in cases where
traditional dyes suffer from bleaching, degradation and toxicity problems. Monitoring of changes in
the CNT fluorescence can be also used for the detection of DNA conformation polymorphism,
DNA hybridization and blood glucose in vivo.

15.3.2 Nanoparticles and quantum dots

Nanoparticles (NP) are clusters of a few houndred to a few thousand atoms that are only a few
nanometers long. Because of their nano-size they can behave electronically as zero-dimensional
quantum dots with discrete energy levels that can be tuned in a controlled way by synthesizing NP
of different diameters. NP can be used for many bioanalytical purposes. They can improve the
specific activity of a label as well as affinity to the tracer molecules such as nucleic acids.
Nanosized particles can behave similarly to small molecules and can be used as specific
electrochemical or optical labels. NP can be synthetized from various materials. Metallic gold and
silver are the most used materials for the preparation of nanoparticles. Gold nanoparticles (GNP)
can be prepared electrochemically or non-electrochemically via chemical reduction (usually
reduction of Au(Ill) from HAuCl,.3H,0 to Au(0) using NaBH,) which often produces colloidal
gold. Colloidal gold consists of octahedral units of gold homogeneously dispersed in the liquid
phase. GNP can be modified with the biomolecules such as oligonucleotides or proteins. The
attachment of oligonucleotides to the surface of the GNP can be performed by simple adsorption or
via biotin-avidin linkage, where avidin is previously adsorbed onto GNP surface. Another method
is attachment via thiol-gold bonds. Thiol-functionalized oligonucleotides stick strongly to the gold
surface. This bonds are much more stronger and efficient than simple adsorption.

Quantum dots (QD) are also nanostructured materials known as zero-dimensional material.
A quantum dot is a location that can contain a single electrical charge, single electron. The
presence or absence of electron changes the properties of QD and they can be then used for several
purposes, such as information storage or transducers in sensors. They are semiconductor
nanocrystals roughly spherical in shape with the diameter of 1-12 nm. Because of such reduced
sizes QD behave differently from bulk solids due to quantum-confinement effects which are
responsible for their remarkable attractive properties. Due to the availability of precursors and the
simplicity of crystalization, CdS and CdSe are usually used for the preparation of QD. QD can be
prepared several methods based on pattern formation (colloidal self-assembled pattern formation
by surfactant micellation), organometallic thermolysis or electrochemical deposition. QD can be
modified with DNA or proteins by simple adsorption, linkage via thiol groups, electrostatic
interaction and covalent linkage via streptavidin-biotin bonds.
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Electrochemical sensors

In electrochemical devices, NP can be used for various purposes. Because of their ultrahigh surface
area they can enhance the amount of the immobilized biomolecule and lead to lowering of
detection limits. They can catalyze biochemical reactions and improve the electron transfer. In
many cases they are used as electrochemical labels. By the modification of gold with DNA,
a significant stabilization of the gold colloid was observed, which represents a prerequisite for
further biochemical and/or molecular-biological manipulations.

Electrochemical DNA hybridization biosensor based on bind event between Escherichia coli
ssDNA binding protein (SSB) and ssDNA conjugated to GNP was prepared. The recognition
ability of SSB and electrochemical properties of GNP, streptavidin-coated beads and biotin-
modified CPE were studied and a specific discrimination of streptavidin-coated beads towards
mismatched and non-complementary DNA sequences was observed. GNP enabled lowering of the
detection limits down to 2.17 x 107> mol L™".

The interaction between the DNA and [Co(phen)s]*" is affected by GNP. To invesitgate this
effect GNP of different size were assembled onto the surface of gold disk electrodes through
dithiols molecule and the DNA biosensor was prepared by casting the DNA solution onto GNP
modified surface. It was found that the concentration of DNA adsorbed on the electrode surface
depends on the GNP size. The DNA biosensor was tested in aqueous solution as well as non-
aqueous environment containing acetonitrile and well developed redox peaks of [Co(phen);]*" were
obtained in both media. With increasing the GNP size a decrease in the concentration of DNA
adsorbed on GNP modified surface as well as in the redox currents of [Co(phen)s]** were observed.

DNA hybridization biosensor was prepared by the immobilization of target DNA onto
colloid GNP self-assembled on the cysteamine monolayer modified gold electrode. GNP
significantly enlarged the electrode surface as well as the amount of the immobilized ssDNA.
Oligonucleotide probe was modified with silver nanoparticles which were released after the
hybridization process. The electrochemical signal of solubilized Ag(I) in the case of one
complementary oligonucleotide sequences was much more higher than that at oligonucleotide
sequences contained the single-base mismatch. An anodic stripping voltammetric determination

offered the detection of target nucleotide down to 5 x 102 mol L™".

The target ssDNA was immobilized on the surface of GCE by the formation of stable
electrostatic complex with chitosan. Hybridization reaction was performed by immersing the
prepared biosensor into the medium of GNP modified DNA probe. After the hybridization, the
electrochemical signal of GNP was enhanced by their modification with the silver particles. The
biosensor was successfully applied to the recognition of an oligonucleotide sequence from the
target with single nucleotide mismathes. Electrodeposited DNA membrane doped with GNP was
prepared on the surface of GCE. Catalytic activity of this biosensor towards the oxidation of
norepinephrine (NE) was found and the biosensor was used for the determination of NE in
presence of ascorbic acid.

GCE modified with poly-2,6-pyridinecarboxylic acid film was further modified with GNP
by a combination of the electrodeposition and adsorption of nanogold. Then, the ssDNA probe was
immobilized onto the modified electrode by adsorption from its solution and the hybridization
process was detected using electrochemical impedance spectroscopy. The difference in the surface
electron transfer resistance in [Fe(CN)¢]>”* solution measured on the DNA probe biosensor and
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that on the hybridized electrode was used for the evaluation. It was found that the hybridization of
DNA probe with the complementary DNA rapidly increased the surface electron transfer resistance
and the prepared biosensor was used to determine sequence-specific phosphinothricin acetyltrans-
ferase gene with the detection limit of 2.4 x 10™"" mol L™,

An electrical DNA hybridization device based on gold nanoparticles attached to
oligonucleotide probes and closely-spaced interdigitated electrodes was reported. The
oligonucleotide probe was attached in the gap between two microelectrodes, and the hybridization
of target DNA and the second nanoparticle-coupled probe brought the gold nanoparticles into the
gap. Follow-up silver deposition resulted in a conductivity signal only when the DNA hybridization
took place.
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Fig. 15.6: Multiplexed electrochemical analysis using QD

QD can act, similarly to GNP, as labels for the detection of DNA hybridization. For example
QD of PbS and ZnS enable electrochemical stripping detection of DNA with detection limits in
subpicomolar level. For example, by attaching PbS, CdS and ZnS to various detection probe
sequences and subsequently stripping the labels at various potentials, the defferent target sequences
can be detected and quantified (Fig. 15.6). Similarly multiplexed immunoassay of proteins with
measurements of different antigens can be performed.

QD Ilabels can be advantageously used in electrochemical impedance spectroscopic
detection. It is baced on the detection of change in the electron transfer resistance between the
electrode and the redox marker in the solution. The resistance increases upon the hybridization.
Whe CdS particles were used to label the target DNA, resistance increase was aplified up to 100
times. As the labels for DNA detection SWNT carrying the large number of CdS QD can be also
used.
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Optical sensors

GNP can be used for DNA detection also in optical devices. For this purposes GNP are modified
with oligonucleotide detection probes and introduced into the solution of the single-stranded target
oligonucleotide. A polymeric network of GNP is formed and a color change is detected with the
detection limits down to 10 nM. The sensitivity of colorimetric detection can be improved by
catalytic deposition of Ag on GNP labels. In this case detection limit is lowered to fimol L™ (100
times more sensitive than the fluorophore-based system). GNP can be used as universal
fluorescence quenchers to develop an optical biosensor for recognizing and detecting the specific
DNA sequences. Attached to GNP were oligonucleotide molecules labeled with a thiol group at
one end and a fluorophore at the other end. It was found that such hybrid spontaneously assembled
into a constrained arch-like conformation on the nanoparticle surface. Binding of the target
molecules resulted in the conformation change and this restored the florescence of the quenched
fluorophore. Such biosensor was able to detect a single-base mutation in a homogenous format.
Changes in absorbance spectrum of colloidal gold monolayer when bound to biomoleculer allow
the real-time measurement of the binding events using label-free optical sensor.

QD show attractive luminescent and fluorescent properties. The luminescence of QD is very
sensitive to the surface states of the QD. It can be used for optical sensing of small molecules and
ions. For example, the addition of Cd ions into the basic aqueous solution containing unpassivated
CdS QD resulted in enhancment of the luminescence quantum yeald of nanoparticles without
detectable changes in particle sizes. A similar photoluminescent-activation effect was also induced
after adding Zn and Mn ions into CdS or ZnS QD. This behaviour provided the basis for optical
sensing of metallic cations with QD. Besides the activation effect, QD-based optical sensing
quanchis strategies can be also used. The luminescent deactivation of water-soluble CdS QD with
respect to several cations (Zn, Cu) was affected by three different ligands (cysteine, thioglycerol,
polyphosphate). The photoluminescence quenching of the CdSe-ZnS QD modified with bovine
serum albumin was also invesitgated for the determination of copper. QD have been also used as
inorganic, non-specific, DNA-binding proteins that act as luminescent labels for different
applications. Fluorescence quenching of water-soluble CdSe QD, surface modified with
mercaptoacetic acid, has also been used to develop a fluorescence probe for rapid, sensitive
determination of DNA in a neutral medium.

QD have been also used for measurements by surface plasmon resonance (SPR). Redox
transformations occuring on the chemically modified surfaces may significantly alter the refractive
index of the interface and thus induce changes in the plasmon angle of the SPR spectra. This
approach was used in the design of SPR sensor for acetylcholine esterase inhibitors.

15.3.3 Fullerenes, diamonds and nanofibers

Fullerene and its derivatives represent the class of carbon materials starting to be interesting in
many fields of science. The biological properties and activity of fullerenes and their derivatives,
such as DNA cleavage, anti-viral activity, electron-transfer, are well known and highlighted. Till
now, the analytical applications of fullerenes are not so common. Their unique structure and
properties, similarly to CNTs, make them attractive for using as sorbents or chromatographic
stacionary phase. To develop chemically modified sensors and biosensors, the deposition of
fullerenes on various substrates could be also of interest regarding a decrease of the resistivity of
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the electrode material. Fullerenes are closed-cage carbon molecules with pentagonal or hexagonal
rings (Fig. 15.7).

Fig. 15.7: Fullerene, Cg

They have attractive electrocatalytic properties. It is known that the presence of fullerenes
improves the electrochemical properties of the film or membrane by reducing the resistivity.
Fullerene modified electrodes are also promising way in the fullerene application. They can be
used as electron transfer mediators in the biosensors. Cgp:y-CD was found to mediate the electron
transfer to DNA showing two-way activity toward DNA. In this case, the glassy carbon electrode
was modified with complex Cgy:y-CD by simple adsorption. As the mentioned complex was soluble
in water, the modified surface was covered with Nafion to prevent leaching the Cg:y-CD layer.
Such an electrode had good stability and reproducibility. It was shown that in the absence of C¢y no
redox wave corresponding to DNA was found.

The interaction between Cg derivatives and DNA was investigated by using DNA modified
gold electrode. As the Cg derivative is non-electroactive, the [Co(phen)s]*”*" redox pair was used
as an electroactive indicator for a study of this interaction. Kinetics of binding and dissociation
were studied by using cyclic voltammetry.

ITO electrode was used to study Cgp-derivative/porphyrin/DNA complex deposited on the
electrode surface by polymerization of 3,4-ethylenedioxythiophene. A porphyrine derivative was
shown to bind to DNA as in intercalator. It was shown that both fullerene and porphyrine
derivatives were entrapped by the DNA scaffold. The DNA modified electrode was used for the
electrochemical detection of 16S rDNA extracted from Escherichia coli. The DNA probe was
immobilized onto fullerene impregnated screen-printed electrode which was first activated by
exposure to air plasma. Good enhancement of the signal of [Co(phen);]*" due to the incorporation
of fullerene was observed. The DNA biosensor was able to detect target oligonucleotide also in the
presence of mismatching oligonucleotides.
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Optical properties of the fullerene have been applied to the development of the sensitive
oxygen-sensing system based on the quenching of the photoexcited triplet state of the fullerene
molecules. Fullerene can be used as an indicator because its thermaly stable films with polymers
(polystyrene) and possesses useful photochemical properties such as a fairly long lifetime for the
photoexcited triplet state (cca 100 ps). The lifetime is effectively quenched by the oxygen and
decreased with the oxygen concentration. In recent years different piezoelectric quartz crystal
membrane sensors based on fullerene were developed to detect organic as well as inorganic
compounds or biological species.

Diamond (Fig. 15.8) is known as a superhard material. However, similarly to carbon materi-
als mentioned above, it has also unique electrochemical, physicochemical and optical properties
interesting for the preparation of chemical sensors.

Fig. 15.8: Structure of diamond

The basic electrochemical properties of diamond films at the electrodes were studied by elec-
trochemical and impedance spectroscopy measurements. To enhance its properties, diamond is
usually doped with an acceptor, such as boron. Boron-doped diamond electrode (BDDE) provides
greater reversibility of the electrochemical reaction than glassy carbon electrode (GCE) and pyrro-
litic graphite electrode (PGE) and can be used for the electrochemical oxidation of 4-nitrophenol.
An investigation of ferrocyanide redox behavior has shown that the charge-transfer resistance and
capacitive currents of BDDE are lower than those of GCE and PGE. With the BDDE electrode, the
best detection limit, repeatability and reproducibility were also obtained.

As the diamond has a good biocompatability, its surface can be modified with biomolecules.
The covalent immobilization of DNA on diamond was investigated using diffuse reflectance infra-
red spectroscopy. Several studies utilized X-ray photoelectron spectroscopy and impedance spec-
troscopy to investigate DNA modified diamond thin films. High stability and sensitivity of the
DNA modified diamond as well as properties usefull for the detection of DNA hybridization event
were observed. Chemical vapor deposition (CVD) diamond chips were covered with DNA using a
solidification technique which enables DNA bound vertically to the substrate. It was shown that the
amount of oligonucleotide on the CVD diamond chip was higher than that on the silicon chip. The
results obtained are usefull for developing a microarray type of DNA chip for the DNA diagnostic.

DNA hybridization biosensor based on the BDD film was prepared on a Si substrate and
covered by electropolymerization with a thin layer of polyaniline/poly(acrylic acid) composite. The
DNA probe was immobilized by incubation of the sensor in DNA solution. It was found that car-
boxylic groups in the polymeric film can act as active sites for covalent binding of the DNA probe.
Non-specific adsorption of DNA onto polymeric film was not observed. The DNA biosensor
showed an appropriate stability and selectivity to DNA sensing. The BDD film electrode with low
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background current was used to study the electrochemical behavior of native and thermally dena-
tured fish DNA. Two well-defined peaks corresponding to oxidation of guanine and adenine resi-
dues were observed on the cycling voltammogram of thermaly denatured DNA. It was found that in
the presence of cytosine, the guanine peak decreases indicating an interaction of cytosine with de-
natured DNA via hydrogen bonds. It was also shown that cationic porphyrins can stabilize the de-
natured DNA by intercalation and ionic interactions.

Aminophenyl-modified BDD electrode was covered with cross linker and thiol-modified
DNA oligonucleotide probe. The presence of DNA probe was confirmed by the DNA hybridization
using fluorescein-labeled complementary/non-complementary target DNA oligonucleotides. Elec-
trochemical AFM measurements were used to characterize DNA functionalized and hybridized
surfaces and to show that closed and dense DNA films were obtained. The BDD electrode was also
used as HPLC detector for the detection of purine and pyrimidine. Well-defined oxidation peaks of
cytosine and thymine were observed due to a wide potential window of the BDD electrode. Low
detection limits and high sensitivity and stability were also reported. The electrode was success-
fully applied to the determination of 5-methylcytosine in the DNA sample after HPLC analysis.
Sufficient recoveries around 95 % and good reproducibility were obtained. Diamond can be also
advantageously employed in surface acoustic wave devices, piezoelectric and optical sensors.

Carbon nanofibers are another form of intensively studied carbon materials. They are cylin-
dric nanostructures formed of graphene layers arranged as stacked cones, cups or plates (Fig. 15.9).
The length of carbon nanofibers ranges in order of pm and their diameter varies between tens of
nm up to 200 nm. They are attractive materials for the catalysis. Unusual electrochemical proper-
ties make them interesting as a novel electrode material for electrochemical applications. Vertically
aligned carbon nanofibers are shown to be also useful for applications in chemical sensors and
biosensors. Several utilizations in enzyme and DNA biosensors can be also found. Nanofibers sur-
face was modified with amino groups to bind thiol-modified DNA probe. The biosensor was used
to recognize the fluorescently labeled targed DNA complementary to immobilized probe.

Fig. 15.9: Carbon nanofiber

Vertically aligned carbon nanofibers were covalently modified with DNA using photo-
chemical and chemical method. An excellent specificity and reversibility were observed in recog-
nizing complementary and non-complementary sequences. It was found that carbon nanofibers
possess an enhanced surface area. They also shown approximately eight times higher amount of
hybridized DNA in comparison with glassy carbon electrode. Vertically aligned carbon nanofibers
were also modified with DNA through carboxylic groups on nanofibers and used for a direct physi-

216



cal introduction and expression of exogenous genes in mammalian cells. Transcriptional accessibil-
ity of DNA was investigated using polymerase chain reaction and in-vitro transcription.

15.4 Conclusions

Development of sensors is the subject of permanent interest. Employing of the nanotechnology and
nanomaterials in the construction of chemical sensors possesses new possibilities of controlling the
properties of transducers, matrices for immobilization of biomolecules, redox mediators, markers,
indicators, etc. and leads to lowering the detection limits. Nanomaterials are also of interest for
miniaturization of the sensors and preparation of nanoelectrode arrays and offer new environ-
mental, biomedical and in vivo applications.
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